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Oliveira, Igor da S. Estudo da resposta imune na injúria renal aguda no modelo 

de isquemia e reperfusão em animais obesos [dissertação]. São Paulo: Faculdade 

de Medicina, Universidade de São Paulo, 2023. 

 

Introdução: A atual epidemia da obesidade, dado o estilo de vida sedentário e a 

alimentação intensamente calórica, tem desencadeado consequências à saúde 

humana como o aumento da incidência de doenças cardiovasculares e metabólicas, 

assim como maiores chances de agravamento de episódios agudos, como por 

exemplo, a Injúria Renal Aguda (IRA). O desenvolvimento de IRA está vinculado a um 

considerável aumento da mortalidade. O objetivo deste trabalho foi estudar a 

obesidade como fator agravante da IRA e as possíveis vias patológicas responsáveis. 

Materiais e Métodos: Para tanto, camundongos C57BL/6J foram alimentados com 

dieta hiperlipídica ou padrão (40% ou 9,5% de calorias obtidas de lipídeos, 

respectivamente) por 8 semanas. Metade dos animais foram submetidos a cirurgia de 

isquemia/reperfusão renal por pinçamento bilateral de 30 minutos dos hilos renais e 

posterior reperfusão. Os grupos Normal, Obeso, Normal IRA e Obeso IRA foram 

estudados 48 h após a IRA. Resultados: O peso corporal dos animais após 8 

semanas apresentou diferença estatística entre os grupos Obeso/Obeso IRA e os 

grupos Normal//normal/IRA. A mortalidade após a IRA foi de 42% e 25% nos grupos 

Obeso IRA e Normal IRA, respectivamente; não houve mortes nos grupos que não 

foram submetidos a IRA. A concentração de NGAL urinário e a presença de necrose 

tubular no tecido renal estavam significativamente maiores no grupo Obeso IRA. Além 

disso, foi observado maior infiltrado de macrófagos e maior presença de proliferação 

celular neste grupo. Os marcadores de estresse oxidativo TBARs e HO-1 também se 

mostraram aumentados nos animais obesos que sofreram IRA. A expressão de 

Caspase 3 estava aumentada neste mesmo grupo e expressão de Klotho se 

encontrava diminuída no grupo Obeso e após a IRA a diminuição foi ainda mais 

evidente. Conclusão: A obesidade foi um fator agravante para o desenvolvimento da 

IRA em camundongos. O aumento do estresse oxidativo na obesidade pode ser um 

dos mecanismos envolvidos na maior gravidade da IRA. A proteína Klotho pode ter 

um efeito terapêutico no tratamento de IRA em indivíduos obesos. 

 

Palavras-chave: Injúria Renal Aguda; Obesidade; Inflamação; Estresse Oxidativo; 

Proteínas Klotho; Lipocalina 2 
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Oliveira, Igor da S. Immune response in a model of ischemia and reperfusion-

induced acute kidney injury in obese animals [dissertation]. São Paulo: Faculdade 

de Medicina, Universidade de São Paulo, 2023. 

 

 

Introduction: The current obesity epidemic, given the sedentary lifestyle and high-

calorie diet, has triggered consequences for human health, such as an increased 

incidence of cardiovascular and metabolic diseases, as well as greater chances of 

worsening acute episodes, such as, for example, Acute Kidney Injury (AKI). The 

development of AKI is linked to a considerable increase in mortality. The objective of 

this work was to study obesity as an aggravating factor of AKI and the possible 

pathological pathways involved. Materials and methods: C57BL/6J mice were fed a 

high-fat or standard diet (40% or 9.5% of calories obtained from lipids, respectively) 

for 8 weeks. Half of the animals underwent renal ischemia/reperfusion surgery by 30-

minute bilateral clamping of the renal hila and subsequent reperfusion. The Normal, 

Obese, Normal AKI and Obese AKI groups were studied 48 h after the AKI. Results: 

Body weight after 8 weeks showed a statistical difference between Obese/Obese AKI 

groups and Normal//Normal/ARI groups. Mortality after AKI was 42% and 25% in 

Obese AKI and Normal AKI groups, respectively; there were no deaths in the groups 

that did not undergo AKI. Concentration of urinary NGAL and the presence of tubular 

necrosis in the renal tissue were significantly higher in Obese AKI group. In addition, 

a greater infiltration of macrophages and a greater presence of cell proliferation was 

observed in this group. The oxidative stress markers TBARs and HO-1 were also 

increased in obese animals that underwent AKI. Caspase 3 expression was increased 

in this same group and Klotho expression was decreased in the Obese group and after 

AKI the decrease was even more evident. Conclusion: Obesity was an aggravating 

factor for the development of AKI in mice. Increased oxidative stress in obesity may 

be one of the mechanisms involved in the greater severity of AKI. Klotho protein may 

have a therapeutic effect in the treatment of AKI in obese individuals. 

  

Keywords: Acute Kidney Injury; Obesity; Inflammation; Oxidative stress; Klotho 

proteins; Lipocalin-2. 
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 A obesidade vem crescendo nos últimos anos, tanto no Brasil como no mundo, 

principalmente nos grandes centros urbanos. Isto se deve, em grande parte, a dieta 

ocidental, rica em carboidratos, gorduras e alimentos industrializados. Associado à 

dieta, o sedentarismo e estresse da vida moderna, contribuem para o crescente 

aumento de peso da população.  

 O excesso de peso está relacionado ao aumento da incidência de doenças 

cardiovasculares, hipertensão e até mesmo câncer. Recentemente, estudos mostram 

relação entre obesidade e doenças renais. 

 Portanto, neste projeto nos propusemos a estudar a obesidade como fator 

agravante para a injúria renal aguda e os prováveis mecanismos relacionados. 
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Injúria Renal Aguda  

 

 A Injúria Renal Aguda (IRA) caracteriza-se pela súbita perda da função renal, 

relacionada a menor filtração glomerular e a perda da capacidade dos rins de manter 

a homeostase do indivíduo, com consequente acúmulo de compostos nitrogenados 

e, às vezes, diminuição do volume urinário [1]. A IRA é geralmente multifatorial não 

possuindo apenas uma causa direta; instabilidade hemodinâmica, sepse e uso de 

drogas nefrotóxicas são comumente fatores que desencadeiam a patologia. Mas 

independente da etiologia a IRA é marcada por diferentes processos fisiopatológicos 

que acontecem simultaneamente e em sequência [2]. 

 Vários mecanismos podem estar envolvidos na fisiopatologia da IRA como 

disfunção endotelial, alteração da microcirculação, danos tubulares e inflamação. 

Na IRA há perda da autorregulação renal, com predomínio de vasoconstrição, 

independente da causa da IRA. Diversos estudos clínicos observacionais vêm 

demonstrando uma forte ligação entre disfunção hemodinâmica e o desenvolvimento 

e progressão da IRA [2]. Alguns desses estudos demonstraram a ligação entre a 

restauração da pressão arterial média com a melhora no clearance de creatinina, 

reforçado pela observação que o tempo em que um paciente permanece com pressão 

baixa durante uma sepse está diretamente ligado ao risco de desenvolver uma IRA 

[3,4]. Esse risco também foi observado em hipotensão durante cirurgias [5]. Apesar 

dessas observações demonstrarem um papel importante da hipotensão como 

importante fator para a IRA, já existem outros estudos tanto em humanos como em 

animais demonstrando que a IRA pode ocorrer tanto em situações de hipertensão 

arterial como em fluxo sanguíneo normal [6]. As disfunções da microcirculação 

intrarrenal também desempenham um papel muito importante [6]. Existem 2 tipos de 

estruturas microcirculatórias especializadas no rim que são os glomérulos e os 

capilares peritubulares; os dois possuem um papel crucial na IRA [7]. Como os 

capilares peritubulares são derivados das arteríolas glomerulares qualquer alteração 

na pressão arterial glomerular poderá levar a alterações na perfusão dos capilares 

peritubulares [8]. Doenças inflamatórias como a sepse podem causar alterações nas 

funções microvasculares resultando em um fluxo heterógeno e lento levando 

irregularidades no fluxo sanguíneo, provocando micro isquemias ou hipoperfusões 

regionais mesmo que a perfusão global do rim esteja normal [8, 9]. 
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Outro fator importante no desenvolvimento na IRA é a presença de disfunção 

endotelial. O endotélio é uma barreira natural entre os espaços intra e extravascular; 

em condições normais as células endoteliais mantém a homeostase e integridade da 

barreira endotelial [10, 11]. Na IRA a disfunção endotelial acontece devido à exposição 

de uma variedade de mediadores inflamatórios que levam a alteração da 

permeabilidade, aumento de moléculas de adesão, presença de células inflamatórias 

e alteração nas proteínas de glicocálice. [12, 13]. Com isso ocorre a formação de 

microtrombos devido ao acúmulo de aderência dos leucócitos ao endotélio [14, 15]. 

Além disso, em condições fisiológicas o endotélio é responsável por inibir a 

coagulação sanguínea devido sua interação com proteínas C e a trombomodulina. As 

alterações endoteliais que ocorrem na IRA devido a inflamação levam a um 

desbalanço desta interação. Assim, durante uma resposta inflamatória, com a 

liberação de citocinas pró-inflamatórias, muitos dos anticoagulantes são degradados 

ou menos expressos e as células endoteliais danificadas entram em apoptose 

aumentando ainda mais a cascata de coagulação [16] As células tubulares podem 

morrer por apoptose ou necrose. Células tubulares danificadas pela lesão de hipóxia 

podem expressar em sua membrana apical os receptores TLR4. A ativação destes 

receptores ocorre por restos celulares (PAMPs que são padrões moleculares 

associados a patógenos), acarretando ativação do fator de transcrição NFk-B e 

aumentando a produção de citocinas [2]. Inicialmente há um grande infiltrado 

inflamatório como neutrófilos, macrófagos com fenótipo M1, linfócitos CD4 e CD8, 

além de ativação de complemento [2]. 
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Figura 1: Esquema simplificado da fisiopatologia da injúria renal aguda. Fonte: Imagem 

adaptada de [17] 
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Figura 2: Resumo da fisiopatologia associada a inflamação 

 

A proteína Klotho 

 

A Klotho é uma proteína antienvelhecimento altamente expressa no epitélio 

tubular renal. Funciona como um correceptor para fator de crescimento fibroblástico 

23 (FGF23) e atua na homeostase do fosfato [18]. Com o envelhecimento natural ou 

lesões renais a sua expressão pode diminuir, apesar da Klotho não ser o único ele 

tem uma importância forte no desenvolvimento de doença crônica renal. Um estudo 

demonstrou que o uso do peptídeo 1 derivado de Klotho (KP1) bloqueia a formação 

de fibrose no tecido renal de camundongos interferindo na via de sinalização do TGF-

β, preservando a função renal, diminuindo a formação de fibrose e aumentando a 

expressão de Klotho [19]. Vale ressaltar que o TGF-beta possui forte ligação com a 

expressão de genes ligados à fibrose [20]. 
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 Estresse oxidativo 

 

Estresse Oxidativo é o desequilíbrio entre o sistema oxidante e antioxidante, e 

leva a uma superprodução de radicais livres de oxigênio ou na produção insuficiente 

de mecanismo antioxidante [21]. 

Devido a sua alta capacidade de reabsorção, o rim é o segundo órgão a ter o 

maior consumo de O² (proveniente da respiração) devido a necessidade de produção 

constante de ATP para o correto funcionamento dos mecanismos reabsorção de 

cerca de 99% dos filtrados do sangue, sendo que a entrega de O² é maior que a 

demanda metabólica [22]. Nesse processo, o O² é reduzido a água, mas uma pequena 

parte do oxigênio é reduzido a O²- (superóxido) [21]. Radicais livres de oxigênio como 

os superóxido e espécies reativa de oxigênio (EROs) normalmente se desenvolveram 

para o metabolismo energético e defesa do hospedeiro, porém quando não há um 

sistema antioxidativo eficiente para mitigar a ação oxidativa dos EROs e seus danos, 

pode-se ocorrer apoptose celular [21]. O estresse oxidativo possui um papel importante 

na fisiopatologia da insuficiência renal e na progressão da doença renal crônica [21]. 

 

Recuperação da IRA 

 

 Como falamos, na IRA observamos infiltrado inflamatório, ativação de resposta 

imune inata e adaptativa, além de alterações vasculares, microvasculares e de 

endotélio. Três a cinco dias depois da instalação da IRA, os macrófagos passam do 

fenótipo M1, inflamatório, para M2, anti-inflamatório, ocorre aumento da infiltração de 

linfócitos TREG, e há uma diminuição da expressão de proteínas inibidoras de ciclo 

celular, havendo, portanto, uma ativação de proliferação celular. A proteína Klotho 

volta a se expressar, e, portanto, há uma recuperação do epitélio tubular com 

restabelecimento do endotélio e interstício. 

O tempo e a intensidade do insulto estão intimamente relacionados à 

recuperação ou não da função renal [2]. Uma desadaptação com recuperação parcial 

pode levar a progressão para doença renal crônica (DRC). Substâncias e proteínas 

pró-fibróticas resultam em uma reparação adaptativa menor [2]. Alguns fatores como 

idade avançada, doença renal crônica prévia e um quadro severo de IRA prolongado 

por corroborar para uma menor reparação adaptativa [54]. Episódios de IRA podem 

aumentar o risco para DRC, aumento de mortalidade e aumento de reinternações [23]. 
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Obesidade 

 

 A obesidade é definida pela World Health Organization (WHO) como o índice 

de massa corpórea (IMC) maior ou igual a 30 kg/m2, sendo associada como um fator 

de risco para doenças cardiovasculares e renais, diabetes, alguns cânceres e 

aumento expressivo da mortalidade. O acúmulo excessivo de gordura normalmente 

está associado à carga genética do indivíduo, maus hábitos alimentares e/ou 

disfunções endócrinas. [24]  

O assunto tornou-se questão de saúde pública após a persistência das altas 

taxas de obesidade. Se a atual tendência continuar, a obesidade global alcançará 

18% em homens e ultrapassará 21% em mulheres e a obesidade mórbida 

ultrapassará 6% em homens e 9% em mulheres até 2025.[25] A prevalência de 

obesidade em homens aumentou de 3,2% em 1975 para 10,8% em 2014 e em 

mulheres, de 6,4% em 1975 para 14,9% em 2014. No mundo, 2,3% dos homens e 

5% das mulheres são classificados como obesos severos (IMC≥35 kg/m2). [25] 

No Brasil, um estudo epidemiológico feito pelo IBGE utilizou-se de variantes 

de sexo e renda familiar mensal per capita para categorizar a prevalência de excesso 

de peso e obesidade no país, como apresentado na tabela abaixo.[25]  

 

Tabela 1: Prevalência (%) de sobrepeso e obesidade de acordo com o rendimento [24] 

 
 

 Em homens, pode-se observar que o aumento da renda per capita eleva os 

índices de sobrepeso e de obesidade, enquanto nas mulheres, os índices máximos 

são vistos em uma renda intermediária.  

 A obesidade está relacionada com o risco aumentado de doenças crônicas, 

podendo levar a diversos quadros clínicos. A obesidade androide (excesso de gordura 
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concentrado na região abdominal), mais frequente no sexo masculino, cursa com 

complicações cardiovasculares e metabólicas, enquanto a obesidade ginoide 

(excesso de gordura na região dos quadris), mais frequente no sexo feminino, é mais 

associada a complicações vasculares periféricas e problemas ortopédicos e estéticos. 

[24]  

 

IRA e Obesidade 

 

 A obesidade está relacionada ao aumento de estresse oxidativo e inflamação 

que estão vinculados ao agravamento da IRA. No caso da inflamação, ocorre um 

desbalanço de citocinas, de forma a intensificar as que são pró-inflamatórias, como 

IL-6, TNF-α produzidas pelo tecido adiposo branco.[26] Já o estresse oxidativo ocorre 

pela maior geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) em indivíduos obesos, 

como observado no estudo em que ratos obesos e ratos com peso normal foram 

submetidos a trauma ortopédico e o grupo obeso apresentou maior produção de 

EROs e o desenvolvimento de IRA, enquanto que no grupo de peso normal não foi 

observado tais alterações. Observou-se que altos níveis de TNF-α no grupo Obeso, 

podem levar a maior produção de EROs e induzir injúria renal.[27] 

Esses dois fatores, inflamação e excesso de EROs, estão correlacionados na 

IRA, uma vez que a ocorrência, por exemplo, de isquemia leva à produção 

exacerbada de EROs que, por sua vez, causam danos às células tubulares e 

disfunção vascular, que intensificam a inflamação, formando um quadro típico da 

patogênese da IRA. Ainda, outras consequências do aumento de EROs na IRA são 

apresentadas na figura abaixo.[17] 
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Objetivos  
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O principal objetivo do estudo foi avaliar se a obesidade agrava a IRA em um 

modelo de isquemia e reperfusão renal. 

Os objetivos secundários foram avaliar quais mecanismos estariam envolvidos no 

agravamento ou não da IRA.  
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Materiais e Métodos 
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Os camundongos C57BL/6 foram fornecidos pelo biotério central da Faculdade 

de Medicina da USP. Os animais ficaram em gaiolas, com acesso livre a água e dieta. 

O projeto foi aprovado pela comissão de ética da Faculdade de Medicina da USP. 

Número do processo: 1177/2018. 

 

Os animais foram divididos em quatro grupos: 

 

1. Grupo Normal Controle: animais que receberam 8 semanas de dieta padrão. 

N=6 

  

2. Grupo Obeso Controle: animais que receberam 8 semanas de dieta hiper 

lipídica. N=6 

 

3. Grupo Normal IRA: animais que receberam 8 semanas de dieta e, ao final das 

8 semanas, foram submetidos a cirurgia de isquemia e reperfusão renal por 30 

minutos. N=12 

 

4. Grupo Obeso IRA: animais que receberam 8 semanas de dieta hiper lipídica e, 

ao final das 8 semanas, foram submetidos a cirurgia de isquemia e reperfusão 

renal por 30 minutos. N=12 

Figura 3: Esquema da distribuição de grupo dos animais. 

Dietas Normolipídica e Hiperlipídica 

 

As dietas utilizadas na alimentação dos camundongos foram as seguintes: 
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 Dieta Normolipídica para manutenção de roedores Rhoster RH19521(Rhoster, 

Araçoiaba da Serra, São Paulo): 

 

● Ingredientes: Amido de Milho, Caseína Láctea, Amido Dextrinizado (90-

94% tetrassacarídeos), Sacarose, Óleo de Soja, Celulose (Fibra), Mix 

Mineral AIN-93M RH9502, Mix Vitamínico AIN-93 RH9503, L-Cistina, 

Bitartarato de Colina (41,1% Colina), Tert-Butilidroquinona (TBHQ). 

 

 Dieta Hiper Lipídica para roedores Rhoster RH19532 (Rhoster, Araçoiaba da 

Serra, São Paulo): 

 

● Ingredientes: Caseína Láctea, Amido de Milho, Amido Dextrinizado, 

Óleo de Soja, Composto Lácteo, Gordura Vegetal Hidrogenada, 

Sacarose, Celulose, Mix Mineral RH9501, Mix Vitamínico RH9503, 

Fosfato de Cálcio bibásico, DL-Metionina, Bitartarato de Colina, Tert-

Butilhidroquinona (TBHQ). O perfil aproximado de ácidos graxos da 

dieta utilizada era de 34% saturados, 29% monoinsaturados e 19% 

poliinsaturados. 

 
Tabela 2: Perfil nutricional das dietas utilizadas na alimentação dos camundongos. 

Perfil Nutricional Normolipídica Hiperlipídica 
Proteína 13,45%/14,79 kcal% 20,1%/18,8 kcal% 

Carboidrato 68,92%/75,76 kcal% 44,3%/41,4 kcal% 

Lipídios 3,82%/9,45kcal% 18,9%/39,8 kcal% 

Sódio 0,30% 0,38% 

Potássio 0,14% 0,16% 

Calorias 3,6 kcal/g 4,3 kcal/g 

 

 

Modelo de isquemia e reperfusão 

 

Para as cirurgias de indução de isquemia renal os camundongos foram 

anestesiados inicialmente com quetamina 70mg/Kg e xilazina 7mg/Kg intraperitoneal 

(IP), com suplementação caso necessário. 

Após anestesia, os animais foram submetidos a tricotomia e a incisão mediana 

abdominal, com dissecção e exposição dos pedículos renais, que foram clampeados 

para que os rins ficassem isquêmicos. O procedimento foi feito inicialmente no rim 

direito, sendo repetido no rim esquerdo de cada animal. Após o clampeamento em 

cada lado, inicia-se a contagem do tempo de isquemia, que foi de 30 minutos. 

Durante os 30 minutos de isquemia renal, os animais tiveram suas paredes 

abdominais provisoriamente aproximadas em plano único e cobertas com gazes 
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umedecidas com soro fisiológico e, então, colocados em repouso até que se 

completasse o tempo determinado de isquemia. 

Ao final de 30 minutos os clamps foram retirados e a reperfusão se iniciava. Ao 

final da reperfusão, 1ml de solução salina aquecida foi injetada na cavidade abdominal 

para reduzir a presença de ar intra-abdominal e a sutura final da parede abdominal, 

em 2 planos, foi realizada com pontos contínuos. Todo o procedimento foi feito em 

cama aquecida. 

Após a sutura os animais foram deixados em repouso em gaiolas isoladamente, 

as gaiolas foram mantidas em manta aquecida para o controle de temperatura dos 

animais. 

 Os animais foram mantidos sob vigilância até apresentarem sinais de 

atividade, nesse momento era aplicado Sulfato de Morfina (peso do animal x 0,003) 

na região subcutânea para tratamento da dor pós.  

 

Estudos de gaiola metabólica e estudos bioquímicos 

 

Os animais foram colocados em gaiolas metabólicas por 24 horas 1 dia após 

a cirurgia. Antes e após o período de permanência em gaiola, os animais foram 

pesados e a ingesta hídrica foi medida após as 24h de permanência do animal na 

gaiola. 

Foi realizado o monitoramento de eletrólitos (sódio, potássio, magnésio, 

fósforo, cálcio, cloro), creatinina e ureia no plasma e na urina.  As concentrações de 

ureia foram dosadas pelo método cinético UV (Cobas C111 da Roche). A creatinina 

foi dosada utilizando o kit da Labtest Diagnóstica S/A, ref. 35. O sangue e a urina 

foram coletados para análise de sódio e potássio, dosados pelo aparelho EasyLyte 

Na/K Analyzer.  Os eletrólitos restantes foram dosados por eletrodo de íon seletivo no 

aparelho ABL800 Flex da Radiometer. A osmolalidade urinária foi medida através de 

osmômetro (Advanced Osmometer, modelo 3D3) e as medidas de fração de excreção 

de íons foram feitas da seguinte maneira: 

 

FE x = (Ux / Px) / (UCr / PCr), onde: 

“x” : íon de interesse 

Ux: concentração urinária de “x” 
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Px: concentração plasmática de “x”, na mesma unidade em que foi 

mensurada a concentração urinária deste íon 

UCr: concentração urinária de creatinina em mg/dl 

PCr: concentração plasmática de creatinina em mg/dl 

 

Eutanásia 

 

 Após as 24h de gaiola metabólica a urina e a água foram mensuradas, e os 

animais foram submetidos a eutanásia. 

 Os animais foram, inicialmente, com quetamina 70mg/Kg e xilazina 7mg/Kg 

intraperitoneal (IP), com suplementação caso necessário. Foi feito corte no peritoneal 

na linha medial para ter acesso próximo ao diafragma, com uma agulha e seringa, 

através da parede do diafragma, foi coletado o sangue diretamente do coração dos 

animais, após esse procedimento foi feito a extração dos dois rins onde um foi cortado 

e armazenado em solução de formalina 10% e o segundo, imediatamente congelado 

em nitrogênio líquido e armazenado em freezer -80C para posterior extração de 

proteína. Ao final do procedimento os animais recebiam uma dose 3 vezes maior da 

anestesia inicial e, após a verificação do óbito, os corpos eram encaminhados para 

descarte apropriado pelo serviço da FMUSP. 

 

Estudo da expressão de proteínas 

 

Os tecidos de rim foram congelados em -70ºC e homogenados em uma 

solução de K-Hepes (200mM Mannitol, 80mM Hepes, 41mM KOH; pH 7.5) contendo 

inibidores de proteases (Cocktail Protease Inhibitor, Sigma Chemical Company, St. 

Louis, MO). Todo o procedimento foi feito no gelo. O homogenato foi, então, 

centrifugado a 4000g por 30 minutos a 4°C para remoção das células e resíduos 

celulares. O sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer -70 ºC para a análise 

das proteínas. A medida da concentração de proteínas foi feita por método 

colorimétrico pelo kit de BCA Protein Assay (Pierce, Thermo Fisher Scientific) e 

analisado no equipamento Epoch 2 Microplate Spectrophotometer (BioTek 

Instruments, Inc. Winooski, VT, USA). 
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Western blot 

  

As amostras de proteínas foram submetidas à eletroforese em minigel de 

poliacrilamida. Após a transferência das proteínas para a membrana de nitrocelulose, 

os blots foram tratados com leite em pó desnatado 5% diluído em TBS-T por 1 hora e 

incubados com anticorpos específicos diluídos em TBS-T. A marcação foi feita 

através da peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibody usando sistema de 

quimiluminescência (ECL, Amersham). A normatização foi feita com uma nova 

hibridização das membranas com o anticorpo para beta-actina (1:1000, Santa Cruz 

BiotechnologyInc., CA, EUA) ou glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPDH, 1:1,000; 

Sigma-Aldrich). 

Os anticorpos primários utilizados foram os seguintes: 

● caspase 3 (1:500; ABCAM, Cambridge, UK) 

● heme-oxygenase-1 (HO-1, 1:1,000; ABCAM, Cambridge, UK) 

● P65 (NFKB, 1:500; Santa Cruz, Dallas, Texas, USA) 

● TLR4 (1:1000; ABCAM, Cambridge, UK) 

● MNSOD (1:4000; Ann Arbor, Michigan, USA) 

● ACE-1 (1:1000; Santa Cruz, Dallas, Texas, USA) 

● AT-1 (1:500; Santa Cruz, Dallas, Texas, USA) 

 

Semi-quantificação das proteínas 

  

As bandas obtidas nos filmes foram analisadas (Scion Image for Windows, IBM 

PC), e realizadas a densitometria. As bandas foram normatizadas pela 

densitometria das bandas originadas pela hibridização da actina. 
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Dosagem de TBARs 

 

O estresse oxidativo foi avaliado determinando os níveis no tecido renal de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), um marcador da peroxidação 

lipídica, através do ensaio do ácido tiobarbitúrico. O ácido tiobarbitúrico reage com 

lipídios oxidados, gerando malonaldeído. 

Uma alíquota de 0,2 ml foi diluída em água destilada, de modo que a diluição 

final seja de 1:20. Foi adicionado ácido tricloroacético (ATC) 17,5% e ácido 

tiobarbitúrico, pH 2. As amostras foram colocadas em banho-maria a 80ºC por 20 

minutos e, posteriormente, colocadas em gelo. Adicionou-se ácido tricloroacético 

(ATC) 70% e as amostras foram incubadas por 20 minutos. Então as amostras 

foram centrifugadas a 2000rpm e a densidade ótica do sobrenadante foi lida a 534 

nm contra um reagente “blank” em espectrofotômetro. Os níveis teciduais de 

TBARS nmol/mg/prot [28]. 

 

Dosagem de NGAL Urinário 

 

A dosagem de NGAL urinário foi realizada utilizando o kit Mouse Lipocalin-

2/NGAL DuoSet ELISA (R&D System, Minneapolis, MN) de acordo com o protocolo 

fornecido pelo próprio fabricante. 

Depois de colhidas, as amostras de urina de 24 horas foram centrifugadas a 

4ºC, por 10 minutos na velocidade de 4.000g. As amostras e reagentes do kit foram 

então estabilizados em temperatura ambiente. Foram pipetados 100µl de cada 

calibrador (curva) e de cada amostra diluída (1:160.000) em sua posição 

correspondente na microplaca e incubados por 60 minutos em temperatura ambiente. 

O conteúdo da placa foi aspirado e a placa lavada. Foram pipetados 100µl do 

anticorpo Anti-NGAL biotinilado e incubado por 60 minutos em temperatura ambiente. 

A microplaca foi novamente aspirada e lavada. Foram pipetados 100µl de HRP-

streptavidina e a placa incubada por 60 minutos. Após nova aspiração e labvagem 

foram pipetados 100µl do substrato TMB em cada poço e a placa incubada e 

protegida da luz por 10 minutos para desenvolvimento da cor. Foi adicionada a 

solução de parada, homogeneizando suavemente o conteúdo dos poços na 
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microplaca. A absorbância foi lida no comprimento de onda 450 nm no aparelho de 

leitura Epoch Microplate Spectrophotometer (BioTek Instruments, Inc. Winooski, VT, 

USA). O resultado da concentração de NGAL nas amostras foi corrigido pela 

concentração de creatinina urinária. 

 

Escore de Lesão e Imuno-histoquímica 

 

Após a retirada dos rins, foi retirada uma fatia transversal do órgão de cerca de 

0,5 cm da região mediana do órgão, de modo a obtermos uma amostra da região 

medular envolta pela região cortical. As amostras foram fixadas em solução de 

formalina 10% por 24 horas. Após esse período, a solução foi substituída por álcool 

70%. Posteriormente, o tecido foi embebido em parafina, cortado em secções de 4 

µm e fixados em lâminas. Para as análises de imuno-histoquímica os cortes foram 

desparafinizados e submetido à reação de imunohistoquímica como a seguir. As 

ligações inespecíficas foram bloqueadas em solução de PBS contendo albumina 

bovina 1% e leite em pó desnatado a 2% por 30 minutos. Os cortes renais foram 

incubados com os anticorpos primários diluídos em solução de PBS com mix de 

bloqueio de albumina bovina 1% + leite em pó desnatado 2%. O produto da reação 

foi detectado pelo complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, EUA) e a cor foi desenvolvida com DAB (3,3’-diaminobenzidina, 

Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA). A contra coloração foi feita com 

Hematoxilina de Harris. A contagem foi realizada em 20 campos (0.087mm²) e 

examinados sob microscopia de luz em 40x. 

Foram utilizados os seguintes anticorpos primários: 

● anti-macrophage cell-surface protein 2 (anti-Mac-2, 1:300; Cerdalene 

Labs, Burlington, CA, USA); 

● anti-Klotho (1:300; ABCAM, Cambridge, UK); 

● anti-PCNA (1:1,000; ABCAM, Cambridge, UK)); 

● anti-adiponectina (1:300; ABCAM, Cambridge, UK)). 

 

Para a análise de escore de lesão as lâminas foram desparafinizadas, coradas 

com hematoxilina-eosina (HE) e enviadas para análise. A análise histológica dos 

tecidos foi realizada pelo grupo de patologia da Amsterdam University Medical 



37 

 

Centers (Amsterdam UMC) com o médico responsável Joris J. Roelofs (análise cega) 

utilizando o método de Escore de lesão renal[29]. Foi avaliada a presença e extensão 

da lesão tubular, observando aspectos comuns como a existência de necrose, 

dilatação, deposição de restos celulares e perda da borda em escova. A partir dessa 

análise houve a classificação de acordo com a extensão do envolvimento da região 

córtico-medular em 10 campos não sobrepostos escolhidos aleatoriamente (aumento 

de ×100), em uma escala de 0 a 5, como a seguir: 

● 0, ausente;  

● 1 de 0 a 10%;  

● 2 de 10 a 25%;  

● 3 de 25 a 50%;  

● 4 de 50 a 75%;  

● 5 de 75 a 100%  

 

Os valores totais foram expressos como pontuações de lesão tubular. 

 

Análise Estatística 

 

Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente por meio de provas 

paramétricas empregando-se análise de variância (ANOVA) para medidas repetidas 

seguida do teste de Tukey para comparação dos diferentes momentos de avaliação 

dentro de um mesmo Grupo e o teste de t-Student para a comparação entre Grupos. 

O grau de significância estabelecido para análise estatística foi de menor que 5% 

(p<0,05). 
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Peso e eficácia da dieta hiperlipídica 

 

Os animais iniciaram as dietas normo ou hiperlipídica por volta das seis 

semanas de vida. Os grupos tinham peso semelhante à época, sem diferença 

estatística entre os grupos. A partir da quarta semana já foi possível observar que 

o peso dos animais que recebiam dieta hiperlipídica se mostrava 

significativamente maior que os animais em dieta normolipídica. Essa diferença se 

manteve ao fim das 8 semanas de dieta. 
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Figura 4: Gráfico da evolução do peso corporal dos animais submetidos a dieta normo ou 

hiperlipídica. 

 

Mortalidade 

 

Ao fim das oito semanas de dieta, 2/3 dos animais de cada grupo foram 

submetidos a cirurgia de isquemia/reperfusão renal. Como era esperado, observamos 

aumento da mortalidade nos grupos que sofreram IRA. O grupo obeso submetido a 

cirurgia de I/R apresentou mortalidade significativamente maior que grupo normal 

submetido a mesma cirurgia. 

 

1. Grupo Normal Controle (n =6): não houve óbitos 
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2. Grupo Obeso Controle (n =6): não houve óbitos 

3. Grupo Normal IRA (n = 12): 3 óbitos (25%) 

4. Grupo Obeso IRA (n = 12): 5 óbitos (41,7%) 
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Figura 5: Curva da Mortalidade em 48 horas após a cirurgia de I/R renal. 

 

Gaiola Metabólica de 24 horas 

 

Foram realizadas três avaliações de gaiola metabólica de 24 horas. A primeira 

foi realizada, antes do início das dietas normo ou hiperlipídicas. A segunda foi 

realizada após 4 semanas do início das dietas. A terceira avaliação foi realizada após 

8 semanas do início das dietas e 24 horas após a cirurgia de isquemia e reperfusão 

renal no caso dos grupos IRA. Os grupos controle foram submetidos a esta terceira 

avaliação após as 8 semanas de dieta. Tabelas individuais dos animais encontram-

se no apêndice. 

 

Dados Metabólicos de 24 horas Pré-Dieta 

 

Não observamos diferença estatística entre os grupos em nenhuma das 

variáveis (Figura 6). 
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Figura 6: Dados de gaiola metabólica de 24 horas pré-dieta. 
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Dados Metabólicos de 24 horas quatro semanas após o início da dieta 

Além do peso corpóreo apresentado acima, observamos que os animais do 

grupo obeso apresentaram uma diminuição na concentração de potássio urinário em 

relação ao grupo normal. Não observamos diferenças estatísticas em nenhum outro 

parâmetro verificado. 
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Figura 7: Dados de gaiola metabólica de 24 horas após 4 semanas de dieta normo ou 

hiper lipídica. 
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Dados Metabólicos de 24 horas oito semanas após o início da dieta e 48 

horas pós cirurgia de isquemia/reperfusão 

 

 Ao fim das oito semanas de dieta, 2/3 dos animais de cada grupo foram 

submetidos a cirurgia de isquemia e reperfusão renal. Vinte quatro horas após a 

cirurgia os animais foram colocados em gaiola metabólica por 24 horas. Os animais 

que não foram submetidos a cirurgia foram colocados na gaiola metabólica logo ao 

fim das oito semanas de dieta, também por 24 horas. 

 Como já havíamos observado, o peso dos animais que receberam dieta 

hiperlipídica estava significativamente maior que os dos grupos em dieta 

normolipídica. Não observamos perda de peso significativa nos grupos submetidos a 

cirurgia de i/r renal 48 horas após a cirurgia. Observamos uma diminuição no volume 

urinário do grupo Normal IRA em relação aos grupos que não foram submetidos a 

cirurgia. Já a osmolalidade urinária dos animais do grupo Obeso IRA estava diminuída 

em relação ao do grupo Obeso. 
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Figura 8: Dados de gaiola metabólica de 24 horas após 48 horas da cirurgia de 

isquemia/reperfusão renal. 



44 

 

Quarenta e oito horas pós-IRA os grupos não apresentaram diferenças 

significativas em relação a creatinina, ureia, Na e Mg urinários. Observamos que 

grupo Obeso IRA apresenta uma concentração urinaria diminuída em relação ao 

grupo Obeso. Além disso, o Ca urinário no grupo Obeso estava aumentado em 

relação ao grupo Normal e Obeso IRA. 
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Figura 9: Concentração urinária de eletrólitos 48 horas pós-IRA  
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Em relação aos eletrólitos plasmáticos dos animais 48 horas pós-IRA, não 

observamos diferença na concentração de Na, K, Mg e Ca. 
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Figura 10: Concentração plasmática de eletrólitos 48 horas pós-IRA. 
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Devido ao uso da dieta hiperlipídica, julgamos ser necessário avaliar o perfil 

lipídico e a glicemia dos animais. Não observamos diferença estatística na 

concentração plasmática de Colesterol, Triglicérides e Glicose plasmáticos. 
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Figura 11: Concentração plasmática de Colesterol, Triglicérides, Glicose 48 horas pós-

IRA. 
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Em relação a função renal dos grupos, não observamos diferenças estatísticas 

em relação às concentrações plasmáticas de creatinina e ureia. O clearance de 

creatinina corrigido pelo peso dos animais também não foi diferente estatisticamente 

entre os grupos. 
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Figura 12:Concentração plasmática de creatinina e ureia e Clearance de creatinina 

corrigido por 100 g de peso pós 48h pós-IRA. 

 

Entretanto, quando avaliamos a concentração urinária da Lipocalina associada 

à gelatinase neutrofílica, NGAL, verificamos que os dois grupos submetidos à cirurgia 

de isquemia e reperfusão apresentavam concentrações significativamente mais altas 

de NGAL quando comparado aos seus pares controles. A concentração de NGAL 

urinário no grupo Obeso IRA também está mais elevado quando comparado ao grupo 

Normal IRA. 
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Figura 13: Concentração urinária de NGAL 48 horas pós-IRA. 

 

Observamos diferença estatística significativa na Fração de Excreção (FE) de 

Na entre os grupos Normal e Obeso IRA. Já a FE de K se apresentava diminuída no 

grupo Obeso IRA em relação aos grupos Normal e Obeso. A FE de Ureia não foi 

diferente entre os grupos estudados. 
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Figura 14: Fração de excreção de Na, K e Ureia 48 horas pós-IRA. 
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Avaliação do Escore de lesão renal 

 

O escore de lesão renal foi avaliado para cada camundongo, individualmente. 

Como esperado, os animais dos grupos Normal e Obeso não apresentaram nenhum 

grau de lesão renal, enquanto os grupos que sofreram IRA apresentaram lesão renal. 

A lesão renal no grupo Obeso IRA foi significativamente maior que nos grupos Normal 

e Obeso. 
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Figura 15: Escore de lesão renal 48 horas pós-IRA. 
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Avaliação de marcadores inflamatórios 

 

 Avaliamos a infiltração de macrófagos no tecido renal 48 horas pós-IRA. 

Observamos que todos os grupos apresentaram aumento da infiltração de 

macrófagos em relação ao grupo Normal.  

 Quando avaliamos a expressão da proteína PCNA, observamos que esta está 

significativamente mais elevada no grupo Obeso IRA quando comparado aos outros 

grupos. 
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 Figura 16: Infiltração de macrófagos em tecido renal 48 horas pós-IRA. 



51 

 

 

Normal Obeso Normal IRA Obeso IRA

0

10

20

30

40

50
P

C
N

A

C
é
lu

la
s
/0

.0
8
7
 m

m
2

*
**

* p < 0.05 vs. Obeso
** p < 0.01 vs. Normal

Expressão de PCNA em tecido renal 48h pós-IRA

 

 Figure 17: Proliferação celular em tecido renal 48 horas pós-IRA. 
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 A expressão proteica de p65 estava significativamente aumentada no grupo 

Obeso IRA em relação ao grupo Obeso. 

 Curiosamente, não observamos diferença entre os grupos na expressão da 

proteína TLR4.  
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Figura 18: Expressão proteica de p65 em tecido renal 48 horas pós-IRA. 
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Figura 19: Expressão proteica de TLR4 em tecido renal 48 horas pós-IRA. 

 A expressão proteica de adiponectina não foi diferente entre os grupos apesar 

de tender a ser menos expressa nos grupos obesos. 
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 Figura 20: Expressão proteica de Adiponectina em tecido renal 48 horas pós-IRA. 
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Avaliação de marcadores de estresse oxidativos 

 

 A concentração de TBARS urinário no grupo Obeso IRA foi 

significativamente maior que no grupo Normal. O grupo Obeso apresentou uma 

tendência ao aumento de TBARS. 

 Observamos que a expressão proteica de HO-1 estava 

significantemente aumentada nos grupos que sofreram IRA em relação aos 

grupos Normal e Obeso. Além disso, o grupo Obeso IRA apresentou também 

expressão significantemente maior de HO-1 em relação ao grupo Normal IRA. 

 Não observamos diferença em relação a expressão proteica de 

MNSOD. 
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 Figura 21: Concentração urinária de TBARS urinário. 
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 Figura 22: Expressão proteica de HO-1 em tecido renal 48 horas pós-IRA. 

 

Normal Obeso Normal IRA Obeso IRA

0

50

100

150

200

Expressão proteica MNSOD em tecido renal 48h pós-IRA

%
M

N
S

O
D

/N
o

rm
a
l

 
 

 
 Figura 23: Expressão proteica de MNSOD em tecido renal 48 horas pós-IRA. 

 

Outros marcadores  

 

 A expressão de Caspase 3 foi estatisticamente maior nos grupos que 

sofreram IRA em relação aos grupos controles. Entretanto, o grupo Obeso IRA 

apresentou expressão ainda maior em relação ao grupo Normal IRA. 

Além disso, observamos que os grupos que sofreram IRA apresentavam 

expressão de Klotho diminuída, apesar de encontrarmos significância 

estatística apenas entre o grupo Obeso IRA e Normal. 

 Não observamos diferenças estatísticas entre os grupos em relação a 

expressão proteica de ACE1 e AT1. 
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Figura 24: Expressão proteica de Caspase 3 em tecido renal 48 horas pós-IRA. 
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 Figura 25: Expressão proteica de Klotho 48 horas pós-IRA. 
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Figura 26: Expressão proteica de ACE1 48 horas pós-IRA.. 
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Figura 27: Expressão proteica de AT1 em tecido renal 48 horas pós-IRA. 
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A obesidade é reconhecida como uma epidemia global e como uma crise de 

saúde pública em vários países [30], tendo também se mostrado um fator de risco 

independente para o desenvolvimento de doença renal [31, 32]. 

Neste trabalho conseguimos demonstrar que a obesidade aumentou a 

mortalidade em modelo de injúria renal aguda induzida por isquemia/reperfusão 

renal em camundongos. 

Nosso modelo animal para estudo da obesidade apresentou resultados 

significativos de aumento de peso já com 4 semanas de dieta hiperlipídica, com 

cerca de 20% de aumento de peso corporal em relação aos animais alimentados 

com dieta normolipídica. Ao final de 8 semanas, a diferença de peso entre o grupo 

Obeso e Normal era ainda mais notável, cerca de 24% maior, demonstrando a 

eficiência do uso da linhagem de camundongos C57BL/6 em modelos de obesidade. 

[33]
 

Durante as 8 semanas de experimento, além do peso dos animais, não 

observamos diferenças significativas provocadas pela obesidade em outros 

parâmetros estudados. Observamos apenas diminuição na concentração de 

potássio urinário no grupo Obeso com 4 semanas de dieta hiper lipídica, essa 

diferença não foi mantida ao fim das 8 semanas de experimentos. 

Após as oito semanas de dieta normo ou hiperlipídica 2/3 dos animais de cada 

grupo foram submetidos a cirurgia de isquemia/reperfusão renal. A mortalidade em 

48 horas pós-IRA no grupo Obeso IRA foi de 41,7%, enquanto no grupo Normal IRA 

a mortalidade foi de 25%. Esse dado demonstra que a obesidade é um fator 

agravante da IRA. Apesar da significativa mortalidade nos grupos submetidos a IRA 

não observamos diferenças estatísticas em relação a creatinina e uréia plasmáticas. 

Da mesma forma, o clearance de creatinina não foi diferente entre os grupos. Porém, 

sabemos que a depuração da creatinina não é o melhor meio de estimar a taxa de 

filtração glomerular. Estudos mostram que a secreção tubular de creatinina é maior 

em pacientes obesos do que entre pacientes não obesos [34].  Até então não há 

estudos em animais mostrando que a obesidade agrava a IRA induzida por IRI. 

Entretanto, pudemos observar que a concentração de NGAL estava elevada 

nos grupos submetidos a IRA. O NGAL é um marcador precoce de injúria tubular e 
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sabe-se que a gravidade da IRA está diretamente ligada ao grau de expressão do 

NGAL na urina, 
[35]

 o que reforça a possibilidade de que mesmo sem observarmos 

diferença estatística no clearance de creatinina, podemos concluir que os 

camundongos submetidos a cirurgia de isquemia/reperfusão desenvolveram IRA. 

Além da maior expressão de NGAL urinário, os animais do grupo Obeso IRA 

apresentaram menor osmolalidade urinária, maior score de lesão renal e maior 

expressão de marcadores inflamatórios, de estresse oxidativo e apoptose, além 

disso observamos menor expressão proteica da Klotho no tecido dos animais da 

grupo Obeso IRA. Todas essas alterações demonstram que a obesidade levou a 

danos renais. É interessante notar que não observamos diferenças em relação ao 

perfil lipídico nesses animais, nem em relação à glicemia, ou seja, nossos animais 

obesos não desenvolveram diabetes ou dislipidemia durante o período de 

alimentação com a dieta hiperlipídica. Pacientes obesos frequentemente também 

apresentam síndrome metabólica, diabetes, dislipidemia, hipertensão ou doença 

cardiovascular [36, 37]. Entretanto, a obesidade também tem se mostrado um fator de 

risco independente para o desenvolvimento de IRA, cujo risco foi correlacionado 

diretamente com o índice de massa corporal [38]. Portanto, podemos especular que 

a obesidade por si pode ser um fator agravante na IRA induzida por 

isquemia/reperfusão renal. 

Demonstramos que camundongos do grupo Obesos já apresentam maior 

infiltração de macrófagos no tecido renal em relação aos camundongos do grupo 

Normal, mesmo sem serem submetidos a cirurgia de isquemia/reperfusão renal. 

Estes achados se mantêm nos grupos submetidos a IRA. Além disso observamos 

que os camundongos do grupo Obeso IRA apresentaram uma expressão aumentada 

de p65, sabidamente envolvido nas vias de inflamação tecidual. Estes achados 

corroboram a ideia de que a obesidade é um estado de inflamação crônica, o que 

acaba por agravar a IRA. [39] Os adipócitos armazenam o excesso de energia 

sofrendo hipertrofia. Os adipócitos viscerais sofrem hipertrofia ao armazenar lipídios 

adicionais, tornando-se pouco vascularizados e hipóxicos, o que resulta em aumento 

da produção de citocinas inflamatórias, infiltração de células imunes, bem como 

estresse celular e apoptose [40]. Quando isso ocorre, a gordura é armazenada nos 

rins, fígado, pâncreas, coração, músculo esquelético e outros tecidos, levando a uma 
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condição conhecida como lipotoxicidade. Como os macrófagos regulam o sistema 

imunológico inato, acabam desempenhando um papel crucial na inflamação do 

tecido adiposo. Tem sido demonstrado que a ativação e infiltração de macrofagos 

no tecido adiposo são mais pronunciados entre os pacientes obesos [40]. Os lipídios 

são um componente significativo no rim normal, representando aproximadamente 

3% de seu peso úmido [41]. Confirmando nossos achados, Laurentius e outros (42) 

demonstraram que o número de monócitos/macrófagos infiltrados foi 

significativamente maior nos rins de ratos alimentados com uma dieta rica em 

gordura do que naqueles de ratos alimentados com uma dieta controle. Em nosso 

trabalho, o anticorpo usado, MAC-2, marcou um fração dos macrófagos CSF1R+ e 

CX3CR1+, mas houve marcação inespecífica em células epiteliais tubulares [43], o 

que pode ter interferido na identificação da infiltração de macrófagos. 

Ainda em relação ao estado de inflamação crônica observado na obesidade, 

demonstramos que camundongos do grupo Obeso apresentam menor expressão 

proteica de adiponectina, uma citocina produzida no tecido gorduroso e com função 

anti-inflamatória. Não observamos diferença significativa na expressão de 

adiponectina em tecido renal dos nossos grupos, mas é notável a tendência a menor 

expressão encontrada nos grupos de camundongos obesos. Os níveis séricos da 

proteína adiponectina são mais baixos em indivíduos obesos, principalmente 

naqueles com acúmulo de gordura visceral e metabolismo lipídico alterado, o que é 

paradoxal já que adiponectina é derivada de adipócitos [44]. Em modelo de IRI aguda 

em camundongos, Tsugawa- Shimizu et ai. [45] detectaram adiponectina no endotélio 

das arteríolas renais e nos espaços peritubulares do córtex renal, bem como na 

medula renal interna e externa. Os autores demonstraram que havia mais dano 

tubular renal e maior permeabilidade vascular em camundongos nocaute para 

adiponectina do que em camundongos de tipo selvagem. Eles sugeriram que a 

adiponectina liga-se a T-caderina, desempenhando um papel na preservação da 

rede capilar e na atenuação da lesão tubular renal [45]. 

Além da inflamação, o estresse oxidativo está diretamente ligado a gravidade 

da IRA. Demonstramos que o grupo Obeso IRA apresentou maior expressão de 

marcadores de estresse oxidativo como o HO-1 e de TBARs. Em estudo anterior de 

outro grupo, ratos Zucker obesos desenvolveram lesão renal nas primeiras 24 h após 
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trauma ortopédico, embora o mesmo não ocorreu entre os ratos de peso normal [46]. 

Os pesquisadores demonstraram que os animais obesos que desenvolveram lesões 

renais apresentaram alteração de marcadores de estresse oxidativo como aumento 

de TBARs e aumento da atividade de NADPH oxidase [46]. 

Em nosso estudo pudemos demonstrar que a expressão da proteína Klotho 

estava significativamente diminuída em relação ao grupo Normal.  Sabemos que a 

IRA por si só causa redução nos níveis da proteína Klotho, aumentando o processo 

de senescência dos tecidos renais 
[47]. Nossos resultados demonstraram que os 

animais do grupo Obeso já apresentam uma leve redução na expressão de Klotho, 

sendo que a redução é agravada quando os animais são submetidos a 

isquemia/reperfusão. A redução da expressão de Klotho leva ao aumento da 

apoptose, da fibrose e da senescência celular.[47] Animais com menor expressão de 

Klotho apresentam maior tendência a formação de fibrose tecidual e maior 

progressão da IRA para a DRC.[47]
 Estudos demonstraram que a proteína Klotho tem 

ação nefroprotetora, agindo contra o estresse oxidativo e protegendo o tecido renal 

na isquemia/perfusão.[48] Cui et al. [49] analisaram a associação entre o índice de 

adiposidade visceral e os níveis séricos da proteína Klotho. Os autores descobriram 

que, entre adultos dos Estados Unidos, houve uma associação não linear e uma 

relação dose-resposta, entre os níveis séricos de Klotho e o índice de adiposidade 

visceral. Eles mostraram que havia uma correlação negativa entre os dois fatores 

quando o índice de adiposidade visceral ficava abaixo de 3,21. Entre os indivíduos 

com índice de adiposidade visceral entre 0,29 e 3,21, os níveis de Klotho diminuíram 

à medida que a adiposidade visceral aumentou, e esses indivíduos eram mais 

propensos a síndromes relacionadas ao envelhecimento.[49] Portanto, podemos 

supor que a obesidade é um estado de deficiência de Klotho, que se torna muito 

mais acentuada quando animais obesos são submetidos a cirurgia de 

isquemia/reperfusão renal. Outros autores já demonstraram que a deficiência de 

Klotho aumentou a geração endógena de ROS, acentuando o estresse oxidativo 

tecidual [50, 51]. Em contrapartida, a superexpressão da proteina Klotho é protetora 

[52]. A suplementação com proteina Klotho demonstrou reduzir efetivamente o 

estresse oxidativo e preservou a função mitocondrial em camundongos [53]. 
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O aumento do estresse oxidativo pode ser um mecanismo que agrava a 

IRA induzida por cirurgia de isquemia/reperfusão renal em camundongos 

obesos.  A proteína Klotho pode ser um alvo terapêutico importante para o 

tratamento da IRA. 
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Dados do primeiro período de gaiola metabólica: 

GRUPO NORMAL CONTROLE  

Primeira Gaiola Metabólica 

Normal 
Controle  Peso Pré Peso Pós 

Água 
ingerida Vol. Urina NaU KU Osm U Creat U Ureia U Mg U Ca U 

G2N2 C 25,052 20,935 3 2,484 56,5 79,7 813 26,07 2622,1 9,13 1,79 

G2N1 C 23,846 19,867 2 0,951 44,4 72,8 1025 31,11 3201,9 13,18 2,92 

G3N1 C 17,894 13,812 2 1,333 98 88,6 1088 21,92 2971,5 18,95 4,65 

G4N1 C 20 19 5 0,35 62,6 274,2 1876 29,9 3452,8 0,0 0,0 

G5N1 C 20 17 4 1 83,3 169,9 1366 29,1 3452,8 26,4 11,6 

G6N1 C 23,86 19,62 6 3 42,1 66,3 898 23 1617,6 11,0 2,8 

Média 21,775 18,372 3,667 1,520 64,483 
125,2

50 
1177,6

67 26,850 2886,450 13,110 3,960 

 

Peso (g); Água ingerida (mL); Vol. U: volume de urina (mL); NaU: concentração de sódio urinário (mEq/L); KU: concentração de potássio 

urinário (mEq/L); OsmU: Osmolalidade urinária (mOsm/kg); Creat U: concentração de creatinina urinária (mg/dL); Ureia U: concentração 

de uréia urinária (mg/dL); MgU: concentração de magnésio urinário (mg/dL); CaU: concentração de cálcio urinário (mg/dL).  
 

GRUPO OBESO CONTROLE  

Primeira Gaiola Metabólica 

Obeso 
Controle  Peso Pré 

Peso 
Pós 

Água 
ingerida Vol. Urina NaU KU Osm  U Creat U Ureia U Mg U Ca U 

G1H6 C 23,472 20,114 4 0,8 45 65,9 1133 38,07 3032,9 15,31 4,02 

G2H6 C 22,717 18,625 2 0,531 8,9 150,8 1831 52,14 3755,4 24,81 6,06 

G3H6 C 19,026 15,086 2 0,112    66,51 3755,4   

G4H7 C 19 20 5 0,15 84,7 407 3736 10,4 2580,1 0,0 0,0 

G5H6 C 21 18 3 0,4 129,7 200,6 2204 36,5 3452,8 0,0 0,0 

G6H6 C 25,368 21,396 3 1,6 77,3 87 618 23,7 2200,2 11,1 4,7 

Média 21,764 18,870 3,167 0,599 
69,12

0 
182,26

0 
1904,4

00 37,887 
3129,46

7 10,244 2,956 

 

Peso (g); Água ingerida (mL); Vol. U: volume de urina (mL); NaU: concentração de sódio urinário (mEq/L); KU: concentração de potássio 

urinário (mEq/L); OsmU: Osmolalidade urinária (mOsm/kg); Creat U: concentração de creatinina urinária (mg/dL); Ureia U: concentração 

de uréia urinária (mg/dL); MgU: concentração de magnésio urinário (mg/dL); CaU: concentração de cálcio urinário (mg/dL). 
 

 

GRUPO NORMAL IRA  

Primeira Gaiola Metabólica 

Normal 
IRA  Peso Pré 

Peso 
Pós 

Água 
ingerida 

Vol. 
Urina NaU KU Osm U Creat U Ureia U MgU Ca U 

G1N1 IRA 23,221 20,645 4 2,4 53 64 834 25,9 3009,1 8,9 2,01 

G2N3 IRA 28,528 23,739 1 2,476 65,7 113,8 1554 37,77 3755,4 22,4 2,97 

G2N4 IRA 24,198 20,57 3 1,684 70,9 91,5 1114 28,29 3483,7 4,09 3,16 

G2N5 IRA 23,013 19,539 3 0,83 52,7 115,5 1636 50,22 3225,7 20 4,91 

G3N2 IRA 21,615 18,006 3 0,68 118 95,1 1065 24,44 2669,7 0,45 4,26 

G3N3 IRA 23,876 19,955 2 0,696 70,1 96,8 1198 35,4 3596,4 8,5 4,16 

G4N2 IRA 18 18 4 0,05    39,9 3452,8 0,0 0,0 

G4N3 IRA 20 20 6 0,3 76,1 356,5 2504 31,7 3452,8 0,0 0,0 

G5N2 IRA 19 16 3 0,35 167,7 306,3 2910 40,3 3452,8 0,0 0,0 
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G5N3 IRA 21 18 3 0,65 78,6 157,4 1030 21,9 2361,3 22,9 7,4 

G6N2 IRA 25,504 20,18 6 4 56,9 48,2 428 14,9 1381,6 8,1 3,0 

G6N3 IRA 25,928 20,423 4 1,8 67,2 81,1 553 23,5 2249,7 8,4 3,6 

Média 22,824 19,588 3,500 1,326 79,718 
138,74

5 1347,818 31,185 
3007,58

3 8,645 2,956 

 

Peso (g); Água ingerida (mL); Vol. U: volume de urina (mL); NaU: concentração de sódio urinário (mEq/L); KU: concentração de potássio 

urinário (mEq/L); OsmU: Osmolalidade urinária (mOsm/kg); Creat U: concentração de creatinina urinária (mg/dL); Ureia U: concentração 

de uréia urinária (mg/dL); MgU: concentração de magnésio urinário (mg/dL); CaU: concentração de cálcio urinário (mg/dL).  

 

 

GRUPO OBESO IRA  

Primeira Gaiola Metabólica 

Obeso IRA  Peso Pré 
Peso 
Pós 

Água 
ingerida 

Vol. 
Urina NaU KU Osm U Creat U Ureia U Mg U Ca U 

G2H7 IRA 23,863 19,958 6 3,851 34 45,8 452 16 1705,5 6,81 13,85 

G2H8 IRA 22,639 18,57 2 0,642 84,5 102,5 1056 28,88 3320,9 7,54 2,99 

G2H9 IRA 24,869 20,336 4 2,333 55,4 75,9 703 20,44 2597,1 3,4 3,7 

G2H10 IRA 22,462 19,192 3 1,343 69,7 64 848 21,18 2183,8 4,6 1,9 

G3H7 IRA 22,38 17,652 3 0,383 43,1 50,5 1210 26,81 3335,9 5,63 2,97 

G3H8 IRA 24,361 20,203 2 0,873 71,1 107,9 2025 44 3755,4 8,45 3,34 

G4H8 IRA 21 20 5 0        

G4H9 IRA 22 21 5 1 46,1 357,1 2413 35,2 3452,8 27,4 14,3 

G5H7 IRA 20 17 2 0,65 152,1 224,8 1948 38,5 3452,8 26,9 12,5 

G5H8 IRA 21 17 4 0,42 138 230,5 1604 27,5 3452,8 25,0 9,3 

G6H7 IRA 24,464 19,054 3 1,2 92,2 134,2 1483 36,7 3232,9 12,9 5,8 

G6H8 IRA 23,011 18,028 6 2,7 60,8 63,3 544 17,6 1828,3 7,4 2,5 

Média 22,671 18,999 3,750 1,283 77,000 
132,4

09 
1298,72

7 28,437 
2938,01

8 12,366 6,650 

 

Peso (g); Água ingerida (mL); Vol. U: volume de urina (mL); NaU: concentração de sódio urinário (mEq/L); KU: concentração de potássio 

urinário (mEq/L); OsmU: Osmolalidade urinária (mOsm/kg); Creat U: concentração de creatinina urinária (mg/dL); Ureia U: concentração 

de uréia urinária (mg/dL); MgU: concentração de magnésio urinário (mg/dL); CaU: concentração de cálcio urinário (mg/dL).  

 

 

Dados do segundo período de gaiola metabólica: 

GRUPO NORMAL CONTROLE  

Segunda Gaiola Metabólica 

Normal 
Controle  Peso Pré Peso Pós 

Água 
ingerida Vol. Urina NaU KU Osm U Creat U Ureia U Mg U Ca U 

G2N2 C 28,14 27,22 4,0 1,60 101,90 
183,9
0 

2144,0
0 42,18 3625,73 9,70 6,31 

G2N1 C 26,32 26,37 4,0 1,10 63,70 
112,7
0 

1442,0
0 30,55 3625,73 11,44 8,93 

G3N1 C 20,86 20,45 3,5 1,40 58,40 83,10 
1590,0
0 35,93 3625,73 12,18 4,23 

G4N1 C 24,529 24,786 4 0,7 152,3 313,3 3402 50,2 0,0 20,3 11,3 

G5N1 C 26,507 27,728 3 0,8 174,4 289,8 3219 51,1 0,0 9,2 7,6 

G6N1 C 27,789 27,55 4 1,00 152,7 220,5 2600 42,94 6934,82 7,49 24,45 

Média 25,110 24,681 3,833 1,367 74,667 
126,5

67 
1725,3

33 36,220 3625,730 11,107 6,490 

 

Peso (g); Água ingerida (mL); Vol. U: volume de urina (mL); NaU: concentração de sódio urinário (mEq/L); KU: concentração de potássio 

urinário (mEq/L); OsmU: Osmolalidade urinária (mOsm/kg); Creat U: concentração de creatinina urinária (mg/dL); Ureia U: concentração 

de uréia urinária (mg/dL); MgU: concentração de magnésio urinário (mg/dL); CaU: concentração de cálcio urinário (mg/dL).  
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GRUPO OBESO CONTROLE  

Segunda Gaiola Metabólica 

Obeso 
Controle  Peso Pré 

Peso 
Pós 

Água 
ingerida Vol. Urina NaU KU Osm  U Creat U Ureia U Mg U Ca U 

G1H6 C 23,472 20,114 4,0 0,8 33,2 85,6 1231 47,71 1346,8 11,71 4,06 

G2H6 C 22,717 18,625 2,0 0,531 24 37,2 580 20,65 3625,73 7,55 2,75 

G3H6 C 19,26 15,086 2,0 0,112 66,3 114,1 1701 34,47 3625,73 7,42 6,42 

G4H7 C 27,178 26,249 3 0,9 83,2 151 2096 45,3 5526,8 20,3 10,6 

G5H6 C 31,072 32,377 5 0,94 117,8 171,4 2469 40,9 6016,3 16,7 12,1 

G6H6 C 35,556 35,07 5,7 1 107,1 178,2 2796 42,91 7128,35 9,26 15,36 

Média 21,816 17,942 2,667 0,481 
41,16

7 78,967 
1170,6

67 34,277 
2866,08

7 8,893 4,410 

 

Peso (g); Água ingerida (mL); Vol. U: volume de urina (mL); NaU: concentração de sódio urinário (mEq/L); KU: concentração de potássio 

urinário (mEq/L); OsmU: Osmolalidade urinária (mOsm/kg); Creat U: concentração de creatinina urinária (mg/dL); Ureia U: concentração 

de uréia urinária (mg/dL); MgU: concentração de magnésio urinário (mg/dL); CaU: concentração de cálcio urinário (mg/dL). 
 

GRUPO NORMAL IRA  

Segunda Gaiola Metabólica 

Normal 
IRA  Peso Pré 

Peso 
Pós 

Água 
ingerida 

Vol. 
Urina NaU KU Osm U Creat U Ureia U MgU Ca U 

G1N1 IRA 26,054 22,074 4,0 2,8 27,8 33,4 420 14,69 1416,93 6,54 2,03 

G2N3 IRA 30,254 29,612 5,0 1,7 81,1 131,6 1515 36,95 3625,73 7,92 5,7 

G2N4 IRA 26,317 26,981 5,0 1,4 81,9 166 2202 36,8 3625,73 11,17 8,04 

G2N5 IRA 24,445 34,385 4,0 1,4 66,5 133,2 1842 27,35 3625,73 8,62 6,58 

G3N2 IRA 25,96 25,88 4,0 0,9 103,1 155,6 2502 53,24 3625,73 8,09 16,64 

G3N3 IRA 30,203 28,9 3,0 0,7 89,3 136 1434 39,85 3625,73 12,72 7,54 

G4N2 IRA 25,327 25,029 3 0,5 171,5 275,3 3160 52,4 6675,2 23,4 17,2 

G4N3 IRA 23,031 22,592 3 0,7 121,9 238,6 2779 51,3 0,0 16,1 7,8 

G5N2 IRA 24,481 24,854 3 0,3 167,3 292,4 3802 66,4 0,0 23,8 13,5 

G5N3 IRA 23,128 23,64 3 0,3 114,3 250,3 3261 50,5 0,0 12,1 6,5 

G6N2 IRA 28,687 28,61 7,3 2 90 95,3 1157 21,70 3914,77 9,10 14,28 

G6N3 IRA 28,221 37,82 3,5 1 75,08 107 2099 38,91 5830,56 6,47 18,96 

Média 27,206 27,972 4,167 1,483 74,950 
125,96

7 1652,500 34,813 
3257,59

7 9,177 7,755 

 

Peso (g); Água ingerida (mL); Vol. U: volume de urina (mL); NaU: concentração de sódio urinário (mEq/L); KU: concentração de potássio 

urinário (mEq/L); OsmU: Osmolalidade urinária (mOsm/kg); Creat U: concentração de creatinina urinária (mg/dL); Ureia U: concentração 

de uréia urinária (mg/dL); MgU: concentração de magnésio urinário (mg/dL); CaU: concentração de cálcio urinário (mg/dL).  

 

 

GRUPO OBESO IRA  

Segunda Gaiola Metabólica 

Obeso IRA  Peso Pré 
Peso 
Pós 

Água 
ingerida 

Vol. 
Urina NaU KU Osm U Creat U Ureia U Mg U Ca U 

G2H7 IRA 31,468 30,731 4,0 1,6 45,9 66,3 1609 30,69 3625,73 6,28 3,99 

G2H8 IRA 29,622 28,186 4,0 1,3 86,1 182,6 1978 33,6 3625,73 7,65 5,2 

G2H9 IRA 34,081 32,846 4,5 2,5 49,7 85,2 1281 23,71 3625,73 7,62 4,36 

G2H10 IRA 29,666 29,446 4,0 1,2 57,5 85,8 1943 34,91 3625,73 12,55 6,57 
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G3H7 IRA 32,296 31,47 4,0 1,5 67,1 123,7 1738 35,64 3625,73 7,95 8,67 

G3H8 IRA 33,767 32,62 4,0 1,1 74,8 138,8 2068 40,58 3625,73 10,44 10,46 

G4H8 IRA 34,534 31,643 2 0,5 84,4 174,3 2168 54,4 5586,3 21,4 14,8 

G4H9 IRA 28,368 27,126 0 0        

G5H7 IRA 32,697 31,846 3 0,52 142,4 160,9 2089 47,6 6025,5 22,5 8,6 

G5H8 IRA 31,341 31,34 3 0,62 159,2 230,4 2919 37,2 0,0 16,4 10,5 

G6H7 IRA 34,586 34,11 7,8 1,5 81,1 125,1 1884 34,96 6481,83 5,16 13,37 

G6H8 IRA 31,035 29,45 4,9 1,8 40 44,8 879 19,68 2804,75 3,70 9,00 

Média 31,955 30,901 3,767 1,178 80,745 
128,9

00 
1868,72

7 35,725 
3877,52

4 11,059 8,684 

 

Peso (g); Água ingerida (mL); Vol. U: volume de urina (mL); NaU: concentração de sódio urinário (mEq/L); KU: concentração de potássio 

urinário (mEq/L); OsmU: Osmolalidade urinária (mOsm/kg); Creat U: concentração de creatinina urinária (mg/dL); Ureia U: concentração 

de uréia urinária (mg/dL); MgU: concentração de magnésio urinário (mg/dL); CaU: concentração de cálcio urinário (mg/dL).  

 

Dados do terceiro período de gaiola metabólica: 

GRUPO NORMAL CONTROLE  

Terceira Gaiola Metabólica 

Normal 
Controle  Peso Pré Peso Pós 

Água 
ingerida Vol. Urina NaU KU Osm U Creat U Ureia U Mg U Ca U 

G2N2 C 30,091 26,328 4 2,2 43 71,2 758 33,98 2436,48 10,11 7,51 

G2N1 C 30,274 26,769 6 2 33,8 54,8 506 18,49 1781,92 1,15 4,2 

G3N1 C 22,904 22,214 4 1,4 57,5 117,1 1317 35,41 3244,67 12,76 7,46 

G4N1 C 26,248 25,953 1,5 0,4 133,5 315,5  76,05 7936,84 16,25 13,60 

G5N1 C 29,419 30,541 4 0,9 148,9 289,2 4016 65,07 7936,86 7,26 1,86 

G6N1 C 31,739 31,417 3,5 1,3 103,2 173,7 1749 32,50 3762,20 16,30 8,70 

Média 28,446 27,204 3,833 1,367 86,650 
170,2

50 
1669,2

00 43,583 4516,495 10,638 7,222 

 

Peso (g); Água ingerida (mL); Vol. U: volume de urina (mL); NaU: concentração de sódio urinário (mEq/L); KU: concentração de potássio 

urinário (mEq/L); OsmU: Osmolalidade urinária (mOsm/kg); Creat U: concentração de creatinina urinária (mg/dL); Ureia U: concentração 

de uréia urinária (mg/dL); MgU: concentração de magnésio urinário (mg/dL); CaU: concentração de cálcio urinário (mg/dL).  
 

GRUPO OBESO CONTROLE  

Terceira Gaiola Metabólica 

Obeso 
Controle  Peso Pré 

Peso 
Pós 

Água 
ingerida Vol. Urina NaU KU Osm  U Creat U Ureia U Mg U Ca U 

G1H6 C 32,488 31,027 3,5 0,8 87,7 160,9 2334 45,73 3244,67 19,75 12,99 

G2H6 C 34,792 34,581 7 1,8 62,4 140,8 2177 38,42 3244,67 12,4 9,47 

G3H6 C 29,297 29,466 2 0,9 83,2 157,1 2441 53,05 3244,67 9,64 7,78 

G4H7 C 29,178 29,146 4 1,3 121,6 168,2 2622 38,59 7936,84 8,51 19,18 

G5H6 C 37,036 36,578 4 0,7 127,1 185,1 3239 40,98 7936,86 8,98 13,55 

G6H6 C 39,884 39,223 3 1,1 146,4 201,9 3077 46,50 3762,20 21,80 17,00 

Média 33,779 33,337 3,917 1,100 
104,7

33 
169,00

0 
2648,3

33 43,878 
4894,98

5 13,513 13,328 

 

Peso (g); Água ingerida (mL); Vol. U: volume de urina (mL); NaU: concentração de sódio urinário (mEq/L); KU: concentração de potássio 

urinário (mEq/L); OsmU: Osmolalidade urinária (mOsm/kg); Creat U: concentração de creatinina urinária (mg/dL); Ureia U: concentração 

de uréia urinária (mg/dL); MgU: concentração de magnésio urinário (mg/dL); CaU: concentração de cálcio urinário (mg/dL). 
 

GRUPO NORMAL IRA  

Terceira Gaiola Metabólica 
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Normal 
IRA  Peso Pré 

Peso 
Pós 

Água 
ingerida 

Vol. 
Urina NaU KU Osm U Creat U Ureia U MgU Ca U 

G1N1 IRA 25,78 25,158 3 0,9 77,3 71,5 1560 70,11 3244,67 17,31 11,45 

G2N3 IRA 29,019 27,671 1 0        

G2N4 IRA 24,089 24,622 4 0,6 56,6 112 1850 74,98 3244,67 14,55 8,56 

G2N5 IRA 29,764 29,804 3 0,3   1043 62,08 3041,27   

G3N2 IRA 24,089 24,622 4 0,6 56,6 112 1850 74,98 3244,67 14,55 8,56 

G3N3 IRA 29,764 29,804 3 0,3   1043 62,08 3041,27   

G4N2 IRA 24,139 22,487 1,5 0,1 24,6 82 1526 73,52    

G4N3 IRA            

G5N2 IRA 23,786 23,598 3 0,1   1805     

G5N3 IRA 22,979 22,848 4 0,1   3238 90,84    

G6N2 IRA 29,928 29,484 3,5         

G6N3 IRA 27,598 26,91 3         

Média 26,449 26,092 3,000 0,333 53,775 94,375 1739,375 72,656 
3163,30

9 15,471 9,522 

 

Peso (g); Água ingerida (mL); Vol. U: volume de urina (mL); NaU: concentração de sódio urinário (mEq/L); KU: concentração de potássio 

urinário (mEq/L); OsmU: Osmolalidade urinária (mOsm/kg); Creat U: concentração de creatinina urinária (mg/dL); Ureia U: concentração 

de uréia urinária (mg/dL); MgU: concentração de magnésio urinário (mg/dL); CaU: concentração de cálcio urinário (mg/dL).  

 

GRUPO OBESO IRA  

Terceira Gaiola Metabólica 

Obeso IRA  Peso Pré 
Peso 
Pós 

Água 
ingerida 

Vol. 
Urina NaU KU Osm U Creat U Ureia U Mg U Ca U 

G2H7 IRA 33,836 32,217 3,5 0,1   1305 75,27 3015,3   

G2H8 IRA 32,482 31,761 4 0,9 47,3 48,5 1463 74,7 3244,67 10,29 5,55 

G2H9 IRA 34,718 33,866 5 1,8 20,6 24 625 42,01 1975,58 5,52 3,62 

G2H10 IRA            

G3H7 IRA            

G3H8 IRA 34,986           

G4H8 IRA 35,247 33,896 2 0        

G4H9 IRA 28,78 28,346 5 1 59,8 73,2 820 32,53 1763,10 3,98 5,47 

G5H7 IRA            

G5H8 IRA 32,006 31,056 4 0,4 77 52 1205 54,64 1967,67 7,12 5,97 

G6H7 IRA 35,163 33,097 3 0,3 32,3 91,3 2521 126,90 3762,20 20,20 3,90 

G6H8 IRA            

Média 33,402 32,034 3,786 0,643 47,400 
57,80

0 
1323,16

7 67,675 
2621,42

0 9,422 4,902 

 

Peso (g); Água ingerida (mL); Vol. U: volume de urina (mL); NaU: concentração de sódio urinário (mEq/L); KU: concentração de potássio 

urinário (mEq/L); OsmU: Osmolalidade urinária (mOsm/kg); Creat U: concentração de creatinina urinária (mg/dL); Ureia U: concentração 

de uréia urinária (mg/dL); MgU: concentração de magnésio urinário (mg/dL); CaU: concentração de cálcio urinário (mg/dL).  

 

Dados de dosagem sanguínea 

GRUPO NORMAL CONTROLE  

Leitura Sangue 

Normal 
Controle  Na P K P Osm P Creat. P Ureia P Mg P Ca P 

Colesterol 
P Triglicérides Glicose 
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G2N2 C 146,4 3,22 278 0,8 42,26 1,16 8,15 162,32 298,05 283,94 

G2N1 C 148,1 3,74 297 0,54 43,07 1,28 9,19 80,33 179,76 263,09 

G3N1 C 148,9 3,61 328 0,26 53,17 1,33 10,13 115,78 150,19 182,25 

G4N1 C  3,35 319 0,20 54,12 1,87 7,29 268,24 134,7 275,69 

G5N1 C 138,3 3,3 313 0,20 56,76 1,69 7,73 191,46 28,6 378,47 

G6N1 C 139,6 3,32 319 0,30 43,30 1,80 4,80 158,4 266,8 51,7 

Média 
144,26

0 3,423 309,000 0,383 48,780 1,522 7,882 162,8 176,4 239,2 

 

NaP: concentração de sódio plasmático (mEq/L); KP: concentração de potássio plasmático (mEq/L); Osm P: osmolalidade plasmática 

(mOsm/kg); Creat. P: concentração de creatinina plasmática (mg/dL); Ureia P: concentração de uréia plasmática (mg/dL); Mg P: 

concentração de magnésio plasmático (mg/dL); Ca P: concentração de cálcio plasmático (mg/dL); Colesterol P: concentração de 

colesterol plasmático (mg/dL); Triglicérides: concentração de triglicérides plasmáticos (mg/dL); Glicose: concentração de glicose 

plasmática (mg/dL). 

 

GRUPO OBESO CONTROLE 

Leitura Sangue 

Obeso 
Controle  Na P K P Osm P Creat. P Ureia P Mg P Ca P 

Colesterol 
P Triglicérides Glicose 

G1H6 C 144,8 3,55 311 0,26 47,94 1,21 8,65 131,3 139,29 463,09 

G2H6 C 150,7 3,28 316 0,32 48,76 0,76 9,52 150,13 252,91 316,61 

G3H6 C 143,9 3,93 314 0,52 48,29 0,89 10,18 98,61 239,68 443,38 

G4H7 C 141,4 3,87 325 0,20 69,47 2,16 5,25 219,9 46,25 135,06 

G5H6 C   324 0,34 52,53 2,72 9,70 267,29 16,3 394,44 

G6H6 C 140 3,59 325 0,30 40,00 2,00 8,00 130,5 392,6 48,6 

Média 
144,16

0 3,644 319,167 0,323 51,165 1,623 8,550 166,3 181,2 300,2 

 

NaP: concentração de sódio plasmático (mEq/L); KP: concentração de potássio plasmático (mEq/L); Osm P: osmolalidade plasmática 

(mOsm/kg); Creat. P: concentração de creatinina plasmática (mg/dL); Ureia P: concentração de uréia plasmática (mg/dL); Mg P: 

concentração de magnésio plasmático (mg/dL); Ca P: concentração de cálcio plasmático (mg/dL); Colesterol P: concentração de 

colesterol plasmático (mg/dL); Triglicérides: concentração de triglicérides plasmáticos (mg/dL); Glicose: concentração de glicose 

plasmática (mg/dL). 

 

GRUPO NORMAL IRA  

Leitura Sangue 

Normal 
IRA  Na P K P Osm P Creat. P Ureia P Mg P Ca P 

Colesterol 
P Triglicérides Glicose 

G1N1 IRA 150,3 3,96 317 0,37 33,08 1,48 9,29 113,57 185,21 126,19 

G2N3 IRA 153,1 5,57 332 0,63 102,16 1,82 10,23 195,01 196,1 204,22 

G2N4 IRA 148,7 3,26 316 0,46 38,42 1,32 9 150,69 96,49 205,63 

G2N5 IRA 149 3,62 311 0,6 32,85 1,37 9,46 163,98 94,94 382,53 

G3N2 IRA 148,7 3,26 316 0,46 38,42 1,32 9,00 150,69 96,49 205,63 

G3N3 IRA 149 3,62 311 0,60 32,85 1,37 9,46 163,98 94,94 382,53 

G4N2 IRA   336 0,20 75,12 2,29 7,50 286,25 59,86 179,5 

G4N3 IRA           

G5N2 IRA 143,8 3,4 308 0,34 47,37 1,75 7,91 240,75 21,76 242,36 

G5N3 IRA 144,5 3,23 318 0,34 61,26 1,50 7,31 234,12 103,4 225,69 

G6N2 IRA 140,5 3,26 311 0,30 65,60 2,20 5,70 159,9 221,7 47,1 

G6N3 IRA 143,8 3,43 329 0,30 41,80 1,90 8,40 167 123,1 3,1 
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Média 
147,14

0 3,661 318,636 0,418 51,722 1,666 8,478 190,1 122,5 179,6 

 
NaP: concentração de sódio plasmático (mEq/L); KP: concentração de potássio plasmático (mEq/L); Osm P: osmolalidade plasmática 

(mOsm/kg); Creat. P: concentração de creatinina plasmática (mg/dL); Ureia P: concentração de uréia plasmática (mg/dL); Mg P: 

concentração de magnésio plasmático (mg/dL); Ca P: concentração de cálcio plasmático (mg/dL); Colesterol P: concentração de 

colesterol plasmático (mg/dL); Triglicérides: concentração de triglicérides plasmáticos (mg/dL); Glicose: concentração de glicose 

plasmática (mg/dL). 

 

GRUPO OBESO IRA  

Leitura Sangue 

Obeso 
IRA  Na P K P Osm P Creat. P Ureia P Mg P Ca P 

Colesterol 
P Triglicérides Glicose 

G2H7 IRA 156,6 5,82 377 1,92 57,46 2,16 9,58 136,84 171,2 170,7 

G2H8 IRA 149,9 3,23 313 0,43 32,74 1,26 10,85 119,66 171,98 246,76 

G2H9 IRA 150 3,81 321 0,43 44,11 1,37 9,57 189,47 287,93 224,78 

G2H10 
IRA           

G3H7 IRA           

G3H8 IRA           

G4H8 IRA 145,4 2,85 318 0,25 36,25 1,91 8,66 231,27 49 232,98 

G4H9 IRA 151,9 3,73 320 0,28 66,16 2,18 70,90 245,49 117 153,81 

G5H7 IRA           

G5H8 IRA 147,9 3,3 314 0,31 43,00 2,22 8,62 270,14  221,18 

G6H7 IRA 142,7 4,27 328 0,30 38,50 2,00 10,40 180,6 215,7 41,7 

G6H8 IRA           

Média 
149,20

0 3,859 327,286 0,560 45,460 1,871 18,369 196,2 168,8 184,6 

 
NaP: concentração de sódio plasmático (mEq/L); KP: concentração de potássio plasmático (mEq/L); Osm P: osmolalidade plasmática 

(mOsm/kg); Creat. P: concentração de creatinina plasmática (mg/dL); Ureia P: concentração de uréia plasmática (mg/dL); Mg P: 

concentração de magnésio plasmático (mg/dL); Ca P: concentração de cálcio plasmático (mg/dL); Colesterol P: concentração de 

colesterol plasmático (mg/dL); Triglicérides: concentração de triglicérides plasmáticos (mg/dL); Glicose: concentração de glicose 

plasmática (mg/dL). 
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Abstract 29 

In critically ill patients, overweight and obesity are associated with acute respiratory distress 30 

syndrome and acute kidney injury (AKI). Although obesity is known to increase oxidative stress, 31 

worsen inflammation, and induce a state of Klotho deficiency, its effect on ischemia–reperfusion 32 

injury (IRI)-induced AKI is unknown. We hypothesized that obesity would aggravate renal IRI 33 

in mice. We fed mice a standard or high-fat diet for eight weeks. The mice were divided into four 34 

groups and submitted to sham surgery or IRI: obese, normal, normal+IRI, obese, and obese+IRI. 35 

All studies were performed 48 h after the procedures. Body weights were higher in the obese and 36 

obese+IRI groups than in the normal and normal+IRI groups, respectively. Serum glucose and 37 

cholesterol did not differ among the groups. Creatinine clearance also did not differ among the 38 

groups. Survival and urinary osmolality were lower in the obese+IRI group than in the 39 

normal+IRI group, whereas urinary neutrophil gelatinase-associated lipocalin levels, tubular 40 

injury scores, and caspase 3 expression were higher. In the obese+IRI group, the PCNA-positive 41 

cell counts were highest, as were the levels of oxidative stress (urinary levels of thiobarbituric 42 

acid-reactive substances and renal heme oxygenase-1 protein expression), and renal Klotho 43 

protein expression was lowest. Notably, macrophage infiltration was greater in the obese group 44 

mice than in the normal group mice, despite the fact that none of those mice were induced to 45 

AKI. In conclusion, greater oxidative stress might aggravate IRI in obese individuals, and Klotho 46 

could be a therapeutic target in those with AKI. 47 

 48 

NEW & NOTEWORTHY 49 

In critically ill patients, obesity increases the risk of acute kidney injury (AKI). However, its 50 

effect on ischemia–reperfusion injury (IRI)-induced AKI is unknown. Among mice with IRI-51 



induced AKI, we found that renal Klotho protein expression and survival were lower in those 52 

that were obese, whereas urinary neutrophil gelatinase-associated lipocalin levels and levels of 53 

oxidative stress were higher. The Klotho protein could be a therapeutic target in obese patients 54 

with AKI. 55 

56 



INTRODUCTION 57 

Obesity is often a chronic, progressive disorder, leading to poor health and an increased risk 58 

of death. Worldwide, a high body mass index accounted for 4.72 million deaths and 148 million 59 

disability-adjusted life-years globally in 2017 and was the fourth leading risk factor for mortality 60 

in that same year (1). Obesity and oxidative stress are deeply interconnected. The increase in the 61 

quantity of adipose tissue leads to ectopic fat deposition in many organs, including the kidneys 62 

(2). The increased production of reactive oxidative species (ROS) and oxidative stress in adipose 63 

tissue can have various pathological manifestations (3). It has also been demonstrated that an 64 

increase in visceral adiposity is associated with a decrease in serum Klotho protein levels; 65 

therefore, obesity induces a state of Klotho deficiency (4). Obesity has been associated with AKI 66 

in intensive care unit patients and in patients recovering from surgery (5–8). In one systematic 67 

review and meta-analysis, the risk of AKI was found to be higher among patients who were 68 

overweight or obese than among those who had a normal body mass index (9). In addition, 69 

obesity is now considered an independent risk factor for chronic kidney disease (10, 11). During 70 

the coronavirus disease 2019 pandemic, obesity was found to be a risk factor for AKI and for 71 

AKI-related mortality (12–15). 72 

Despite the fact that obesity is a known risk factor for AKI, there have, to our knowledge, 73 

been no animal studies demonstrating the role that obesity plays in renal ischemia–reperfusion 74 

injury (IRI)-induced AKI. We hypothesized that obesity would aggravate renal IRI in a 75 

Klotho/ROS-dependent pathway in mice.  76 

 77 

METHODS 78 

Experimental Design 79 



All animal experiments were performed in accordance with the guidelines established by the 80 

Institutional Animal Care and Use Committee (Animal Ethics Committee, No. 1177/2018) of the 81 

University of São Paulo School of Medicine. Six-week-old male C57BL/6 mice were purchased 82 

from the animal facility of the University of São Paulo School of Medicine. Over an eight-week 83 

period, all mice were fed a high-fat diet (RH19532: protein 20.1%, carbohydrates 44.3%, fat 84 

18.9%, sodium 0.16%, potassium 0.38%, kcal/g 4.3; Rhoster, Araçoiaba da Serra, Brazil) or a 85 

standard diet (RH19521: protein 13.45%, carbohydrates 68.9%, fat 3.8%, sodium 0.14%, 86 

potassium 0.30%, kcal/g 3.6; Rhoster). The mice were randomly divided into four groups. Those 87 

in two of the groups were fed a standard diet for eight weeks, after which they were submitted to 88 

sham surgery (normal; n = 6), or renal artery clamping for 30 min (normal+IRI; n = 12). Those 89 

in the other two groups were fed a high-fat diet for eight weeks, thereafter being submitted to 90 

sham surgery (obese; n = 6), or renal artery clamping for 30 min (obese+IRI; n = 12). All studies 91 

were performed 48 h after sham surgery or IRI.  92 

Metabolic Cage Studies 93 

At baseline, at week 4, and at 24 h after sham surgery or IRI, the mice were moved to 94 

individual cages and maintained on a 12:12-h light-dark cycle with ad libitum access to water 95 

only (no food provided), to collect 24-h urine samples. At 48 h after IRI surgery, water intake 96 

was quantified and urine volume was measured. Animals were then anesthetized with 97 

intraperitoneal injections of ketamine (90 mg/kg body weight) and xylazine (10 mg/kg body 98 

weight), after which blood samples were collected. The kidneys were removed immediately 99 

thereafter. Some kidneys were frozen in liquid nitrogen and stored at 70°C for subsequent 100 

immunoblotting. Renal tissues were also processed for immunohistochemistry and histological 101 

analyses. Biochemical analyses were performed in plasma and urine. 102 



Mouse Model of IRI 103 

Prior to IRI induction, mice were anesthetized with ketamine (90 mg/kg body weight) and 104 

xylazine (10 mg/kg body weight). The kidneys were exposed through a midline incision, after 105 

which both renal arteries were clamped for 30 min and released. The entire procedure was 106 

performed on a heated bed. The mice in the normal and obese groups were submitted to the same 107 

procedure without clamping of the arteries. At the end of the procedures, the mice were left to 108 

rest in isolated cages. The cages were kept on top of a heated blanket to maintain constant body 109 

temperatures. The mice were kept under surveillance until they showed signs of activity, at 110 

which point morphine (10mg/kg BW) was injected into the subcutaneous region behind the head 111 

to reduce postoperative pain and speed recovery. During the recovery period, we also added 112 

dipyrone to the drinking water (200 mg/kg BW). At 24 h after the surgical procedures, the mice 113 

were moved to metabolic cages, where they remained for an additional 24 h. All studies were 114 

performed 48 h after the surgical procedures. 115 

Analysis of Blood and Urine 116 

Urine and blood samples were centrifuged in aliquots for 30 min at 4,000 g. Serum and 117 

urinary levels of sodium and potassium were measured with an auto-analyzer (EasyLyte; Medica 118 

Corporation, Bedford, MA, USA). Creatinine was measured with a commercial kit (Creatinine 119 

kit; Labtest Diagnóstica, Lagoa Santa, Brazil). Creatinine clearance was calculated with the 120 

following formula: 121 

Creatinine clearance = [Ucreat × (Uvolume ∕ T)] ∕ Pcreat 122 

where Ucreat is the urinary concentration of creatinine (in mg/dL), Uvolume is the urine volume (in 123 

µL), T is the time (in min), and Pcreat is the plasma concentration of creatinine (in mg/dL). 124 



Urinary Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin 125 

Urinary neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) was measured by using a 126 

commercially available ELISA kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). 127 

Western Blot Analysis 128 

Kidney Fractions 129 

Kidney samples were homogenized as previously described (16). Homogenates were 130 

centrifuged at 4,000 ×g for 30 min at 4°C, to remove nuclei and cell debris. Protein in the 131 

supernatant was quantified by bicinchoninic acid assay (Pierce BCA Protein Assay Kit no. 132 

23225; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 133 

Electrophoresis 134 

Kidney samples were run on polyacrylamide minigels. After transfer by electroelution to 135 

polyvinylidene difluoride membranes (GE Healthcare, Little Chalfont, UK), blots were blocked 136 

with 5% nonfat dry milk in Tris-buffered saline. Blots were then incubated overnight with 137 

antibodies against caspase 3 (1:500) and heme oxygenase-1 (HO-1, 1:1,000), both of which were 138 

obtained from ABCAM (Cambridge, UK). We visualized the labeling with a horseradish 139 

peroxidase-conjugated β-actin secondary antibody (1:100,000; Sigma-Aldrich, Burlington, MA, 140 

USA) and glycerol-3-phosphate dehydrogenase (GPDH, 1:1,000; Sigma-Aldrich), using 141 

enhanced chemiluminescence detection (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA). 142 

We scanned the films with an imaging system (Alliance 4.2; UVItec, Cambridge, UK), after 143 

which we used densitometry to perform a quantitative analysis of the antibodies employed, 144 

normalizing the bands to β-actin and GPDH expression. 145 

Light Microscopy 146 



We stained 4-µm paraffin sections with periodic acid Schiff–diastase. Tubular injury, 147 

characterized by loss of the renal brush border and cast formation, as well as tubular necrosis and 148 

dilation, was graded on the basis of the proportion of the corticomedullary region involved in 10 149 

randomly selected, non-overlapping high-power fields (×100 magnification), on a five-point 150 

scale (17), as follows: 0 = none; 1 = 0–10%; 2 = 10–25%; 3 = 25–50%; 4 = 50–75%; and 5 = 151 

75–100%. For each animal, the total value is expressed as the tubular injury score. 152 

Immunohistochemistry 153 

Histological sections of renal tissue were incubated for 1 h at room temperature with the 154 

following antibodies: anti-macrophage cell-surface protein 2 (anti-Mac-2, 1:300; Cerdalene 155 

Labs, Burlington, CA, USA); anti-Klotho (1:300; ABCAM); anti-PCNA (1:1,000; ABCAM); 156 

and anti-adiponectin (1:300; ABCAM). The reaction product was detected with a horseradish 157 

peroxidase-conjugated system (anti-rabbit polymer; Dako, Glostrup, Denmark), and the color 158 

reaction was developed with 3,3-diaminobenzidine (Sigma-Aldrich). The histological sections 159 

for PCNA and Mac-2 were divided into 25 fields (0.087 mm2 each; magnification, ×400), in 160 

which cells were counted, and the counts are expressed as cells/0.087mm2. Expression of 161 

adiponectin and Klotho was quantified by using a point grid overlaid onto the microscopy image. 162 

The result is expressed as the proportion of positively immunostained cells. 163 

Statistical Analysis 164 

Differences among the means of multiple parameters were analyzed by one-way analysis of 165 

variance, followed by the Kruskal–Wallis test. Comparisons between groups were analyzed by 166 

the Mann–Whitney test or Student’s t-test, as appropriate. Quantitative data are expressed as 167 

mean  ± SEM, and values of P < 0.05 were considered statistically significant. Survival curves 168 



were compared by using a log-rank test. The statistical software used was GraphPad Prism, 169 

version 8.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). 170 

 171 

RESULTS 172 

Survival Curve 173 

Mortality was significantly higher in the obese+IRI group than in the normal+IRI and control 174 

groups. As illustrated in Figure 1, five (41.7%) of the 12 mice in the obese+IRI group died, 175 

compared with three (25.0%) of the 12 in the normal+IRI group. There were no deaths in the 176 

non-IRI groups.  177 

Body Weight 178 

At baseline, body weights did not differ significantly among the groups. As expected, body 179 

weights at week 4 were higher among the mice that were fed a high-fat diet. After eight weeks, 180 

body weights differed significantly between the mice fed a standard diet (in the normal and 181 

normal+IRI groups) and those fed a high-fat diet (in the obese and obese+IRI groups). That 182 

difference was still significant at 48 h after the surgical procedures (Table 1). There were no 183 

statistical differences among the groups in terms of the serum levels of cholesterol. 184 

Renal Function, Biochemical Analysis, and Histological Analysis 185 

At baseline and at week 4, there were no statistical differences among the groups in terms of 186 

urinary osmolality or in terms of the urinary excretion of sodium or potassium (data not shown). 187 

At 48 h after the surgical procedures, creatinine clearance (used as a proxy for the glomerular 188 

filtration rate) did not differ significantly among the groups (Table 1). However, urinary 189 

osmolality was significantly lower in obese+IRI than in the normal and obese groups. Urinary 190 

NGAL expression were significantly higher in the normal+IRI and obese+IRI groups than in the 191 



corresponding control groups, as well as being significantly higher in the obese+IRI group than 192 

in the normal+IRI group (Figure 2A). 193 

Figures 2B and 2C show that the extent of renal tubular damage (expressed as the tubular 194 

necrosis score) was greater in the obese+IRI group than in the normal, obese, and normal+IRI 195 

groups (1.5 ± 0.62 vs. 0.00 ± 0.00, 0.00 ± 0.00, and 0.37 ± 0.26, respectively; P < 0.05 for all). 196 

Semiquantitative immunoblotting (Fig. 3, A and B) revealed that renal expression of caspase 3 197 

was significantly higher in the normal+IRI and obese+IRI group mice than in the normal and 198 

obese group mice (144.2 ± 9.4 and 185 ± 14.0% vs. 90.2 ± 11.1 and 122 ± 7.2%, respectively; P 199 

< 0.01). That expression was also significantly higher in the obese+IRI group than in the 200 

normal+IRI group (P < 0.05).  201 

Obesity and the Inflammatory Response in AKI 202 

The number of PCNA-positive cells was significantly greater in the obese+IRI group than in 203 

the normal and obese groups (17.5 ± 6.7 cells/0.087 mm2 vs. 1.1 ± 0.6 and 2.7 ± 1.3 cells/0.087 204 

mm2, respectively; P < 0.05). The PCNA-positive cell count in the normal+IRI group (11.2 ± 4.2 205 

cells/0.087 mm2) did not differ significantly from those obtained for the other groups (Fig. 4, A 206 

and B). 207 

It is noteworthy that, among the mice that were not induced to AKI, macrophage infiltration 208 

into the renal interstitium, expressed as the mean number of Mac-2+ cells, was higher in the 209 

obese group than in the normal group (8.4 ± 1.7 vs. 1.0 ± 0.24 cells/0.087 mm2; P < 0.05). As 210 

expected, the mean Mac-2+ cell counts in the normal+IRI and obese+IRI groups (11.7 ± 2.27 211 

and 8.3 ± 1.74 cells/0.087 mm2, respectively) were higher than that observed for the normal 212 

group (P < 0.05; Fig. 5, A and B).  213 



Renal expression of adiponectin (the proportion of positively immunostained cells) was 214 

lower in the obese and obese+IRI groups than in the normal and normal+IRI groups (36.0 ± 8.9 215 

and 26.0 ± 8.4% vs. 50.0 ± 7.7 and 45.5 ± 4.6%, respectively; (Fig. 6, A and B). However, the 216 

difference was not significant. 217 

Obesity and Oxidative Stress in AKI 218 

Urinary levels of thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) were higher in the 219 

obese+IRI group than in the normal group (Table 1). The mean renal expression of HO-1 was 220 

higher in the obese+IRI group than in the normal and obese groups (162 ± 19% vs. 96 ± 8.6 and 221 

105 ± 7.4%, respectively; P < 0.001), as well as being higher in the obese+IRI group than in the 222 

normal+IRI group (120 ± 17.8%; P < 0.01) and higher in the normal+IRI group than in the 223 

normal group (P < 0.05; Fig. 7, A and B). 224 

Obesity and Renal Klotho Expression in AKI 225 

We found that that the mean proportion of cells showing positive immunostaining for Klotho 226 

was lower in the normal+IRI group than in the normal group (0.76 ± 0.15 vs. 1.62 ± 0.41%; P < 227 

0.05). However, that difference was not significant in the comparison among all of the groups. 228 

Renal Klotho protein expression was also lower in the obese group than in the normal group 229 

(0.67 ± 0.26 vs. 1.62 ± 0.41%), although the difference was not significant in any of the analyses. 230 

The mean proportion of cells showing positive immunostaining for Klotho was lowest (0.21 ± 231 

0.10%) in the obese+IRI group, the difference between that group and the normal and 232 

normal+IRI groups being significant (P < 0.05; Fig. 8, A and B). 233 

 234 

DISCUSSION 235 



Here, we have demonstrated that obesity increased mortality in a mouse model of renal IRI. 236 

In addition, we found that there were no differences among the groups in terms of the glomerular 237 

filtration rate (creatinine clearance) at 48 h after IRI or sham surgery. However, obese+IRI group 238 

mice presented the lowest urinary osmolality, the highest urinary NGAL expression, the greatest 239 

renal tubular damage, and the highest caspase 3 expression. It is possible that obesity exerts 240 

those effects by upregulating oxidative stress molecules, as evidenced by the higher urinary 241 

TBARS levels and higher renal expression of HO-1 in our obese mice. It has long been known 242 

that renal IRI creates a state of decreased renal Klotho protein expression (18, 19). Accordingly, 243 

we observed markedly low levels of renal Klotho protein expression in our obese mice.  244 

Obesity is recognized as a global epidemic and as a public health crisis in various countries 245 

(20), having also been shown to be an independent risk factor for the development of chronic 246 

kidney disease (11, 21). Although we found no differences among our groups of mice in terms of 247 

creatinine clearance, it is known that the determination of serum creatinine levels or even 248 

creatinine clearance is not the best means of estimating the glomerular filtration rate. There have 249 

been studies showing that tubular secretion of creatinine is higher among obese patients than 250 

among non-obese patients (22). However, to our knowledge, there have been no animal studies 251 

showing that obesity aggravates IRI-induced AKI. In the present study, we demonstrated that 252 

obesity leads to kidney damage, resulting in tubular necrosis and apoptosis, as well as greater 253 

urinary expression of NGAL. In a previous study, involving Zucker rats, the obese rats were 254 

found to develop AKI within the first 24 h after orthopedic trauma, although the same did not 255 

occur among the lean rats (23). In critically ill patients, obesity has also been shown to be an 256 

independent risk factor for the development of AKI, the risk of which was found to correlate 257 

directly with the body mass index (24). Obese patients often also have metabolic syndrome, 258 



diabetes, dyslipidemia, hypertension, or cardiovascular disease (25, 26). In our mouse model of 259 

IRI-induced AKI, the animals did not develop diabetes or dyslipidemia. Therefore, we can 260 

speculate that the obesity per se might be an aggravating factor in IRI-induced AKI. Despite not 261 

having been submitted to IRI, the obese group mice showed higher Mac-2 inflammatory cell 262 

counts in renal tissue. Adipocytes store excess energy by undergoing hypertrophy. Visceral 263 

adipocytes undergo hypertrophy when storing additional lipids, becoming poorly vascularized 264 

and hypoxic, resulting in increased inflammatory cytokine production, immune cell infiltration, 265 

as well as cell stress and apoptosis (27). When that occurs, fat is stored in the kidneys, liver, 266 

pancreas, heart, skeletal muscle, and other tissues, leading to a condition known as lipotoxicity. 267 

Tissue-resident and infiltrating macrophages regulate the innate immune system, which plays a 268 

crucial role in inflammation in adipose tissue. It has been shown that macrophage activation and 269 

macrophage infiltration into adipose tissue are both more pronounced among patients who are 270 

obese (27). Lipids are a significant component in the normal kidney, accounting for 271 

approximately 3% of its wet weight (28). In a model of high-fat diet-induced obesity, Laurentius 272 

et al. (29) demonstrated that the number of infiltrating monocytes/macrophages was significantly 273 

higher in the kidneys of rats fed a high-fat diet than in those of rats fed a control diet. We found 274 

it interesting that, in our study, the Mac-2+ cell counts were higher in the obese group than in the 275 

normal group, despite the fact that the mice in both of those groups underwent sham surgery (i.e., 276 

were not induced to AKI), and that the obese+IRI group counts were comparable to those 277 

observed for the obese and normal+IRI groups. In the present study, an anti-Mac-2 antibody was 278 

used in order to identify macrophages in renal tissue. In the kidney, the antibody labeled a 279 

fraction of the CSF1R+ and CX3CR1+ macrophages but also stained tubular epithelial cells (30), 280 

which might have interfered with the identification of macrophage infiltration. 281 



Serum levels of the protein adiponectin are lower in obese individuals, especially in those 282 

with visceral fat accumulation and altered lipid metabolism, which is paradoxical because 283 

adiponectin is derived from adipocytes (31). In another mouse model of acute IRI, Tsugawa-284 

Shimizu et al. (32) detected adiponectin in the endothelium of the renal arterioles and in the 285 

peritubular spaces of the renal cortex, as well as in the inner and outer renal medulla. The authors 286 

found that there was more renal tubular damage and greater vascular permeability in 287 

adiponectin-knockout mice than in wild-type mice. They suggested that adiponectin, by binding 288 

to T-cadherin, plays a major role in preserving the capillary network and mitigating renal tubular 289 

injury (32). In the present study, renal expression of adiponectin was lower in the obese and 290 

obese+IRI groups than in the other groups, although the difference was not statistically 291 

significant. We believe that the lack of statistical difference was attributable to the great 292 

variability within the groups.  293 

In a very elegant study, Cui et al. (4) analyzed the association between the visceral adiposity 294 

index and serum levels of the anti-aging protein Klotho protein, using (United States) National 295 

Health and Nutrition Examination Survey data. The authors found that, among adults in the 296 

United States, there was a non-linear association, as well as a dose–response relationship, 297 

between serum Klotho levels and the visceral adiposity index. They showed that a there was a 298 

negative correlation between the two factors, albeit only when the visceral adiposity index below 299 

3.21. Among the individuals with a visceral adiposity index between 0.29 and 3.21, serum 300 

Klotho levels decreased as visceral adiposity increased, and those individuals were more prone to 301 

aging-related syndromes. In the present study, the mice that were fed a high-fat diet showed 302 

lower renal Klotho expression than did those that were fed a standard diet, although the 303 

difference was not statistically significant. Hu et al. (18) showed that IRI reduces Klotho in the 304 



kidneys, urine, and blood of rodents. The mice in our normal+IRI group also presented lower 305 

renal Klotho protein expression than did those in our normal group. Nevertheless, that expression 306 

was much lower in our obese+IRI group. Therefore, we can surmise that obesity is a state of 307 

Klotho deficiency, which becomes much more pronounced when obese animals are submitted to 308 

IRI. Klotho deficiency has been shown to increase endogenous ROS generation and accentuate 309 

oxidative stress (33, 34). Conversely, overexpression of Klotho induces resistance to oxidative 310 

stress (19). In addition, Klotho administration has been shown to effectively reduce oxidative 311 

stress and preserve mitochondrial function in mice (35). 312 

Conclusions 313 

In obesity, increased oxidative stress might be the mechanism that aggravates IRI. In obese 314 

individuals with AKI, Klotho could be a therapeutic target. 315 
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464 



Table 1. Body weight and biochemical parameters 465 

Parameter Normal (n = 6) Obese (n = 6) Normal+IRI  

(n = 12) 

Obese+IRI  

(n = 12) 

BW at baseline 22.0 ± 1.2 22.0 ± 1.0 22.8 ± 0.9 22.7 ± 0.4 

BW at week 4 25.7 ± 2.1 28.6 ± 2.1 26.0 ± 0.7 32.0 ± 0.6
a
 

Pre-procedure BW (g)* 28.6 ± 1.3 34.4 ± 2.0
b
 28.7 ± 0.9

c
 36.0 ± 0.5

a
 

Post-procedure BW (g)
†
 27.2 ± 1.4 33.3 ± 1.7

d
 25.8 ± 9.1

e
 32.0 ± 0.7

b,f
 

Serum cholesterol (mg/dL) 163 ± 26 166 ± 26 190 ± 18 196 ± 21 

CrCl (mL/min/100 g BW) 0.40 ± 0.08 0.34 ± 0.06 0.20 ± 0.07 0.20 ± 0.05 

Urine osmolality (mOsm/kg) 1,669 ± 625 2,648 ± 173 1,557 ± 144 1,084 ± 156
b,g

 

uNGAL/urinary Cr (µg/mL) 5.7 × 10−4 ± 3.9 × 10−4 1.1 × 10−3 ± 7.6 × 10−4 0.09 ± 0.09
c,d

 0.92 ± 0.74
c,d,h

 

uTBARS (nmol/mL) 530 ± 113 995 ± 196 723 ± 92 1,145 ± 158
b
 

IRI, ischemia–reperfusion injury; BW, body weight; CrCl, creatinine clearance; Cr, creatinine; uNGAL, urinary neutrophil gelatinase-466 

associated lipocalin; uTBARS, urinary thiobarbituric acid-reactive substances. 467 

*After eight weeks of a standard or high-fat diet but before renal IRI or sham surgery. 468 

†
48 h after IRI or sham surgery. 469 

a
P < 0.0001 vs. normal and normal+IRI; 

b
P < 0.05 vs. normal; 

c
P < 0.01 vs. obese; 

d
P < 0.01 vs. normal; 

e
P < 0.0001 vs. obese; 

f
P < 0.0001 470 

vs. normal+IRI; 
g
P < 0.05 vs. obese; 

h
P < 0.01 vs. normal+IRI. 471 

472 



FIGURE LEGENDS 473 

Figure 1. Effects of obesity on survival after ischemia–reperfusion injury (IRI)-induced acute 474 

kidney injury (AKI). 475 

Figure 2. Biochemical and histological analysis at 48 h after ischemia–reperfusion injury (IRI) 476 

or sham surgery. Urinary neutrophil gelatinase-associated lipocalin NGAL (A); Tubular injury 477 

score and kidney tissue sections stained with periodic acid-Schiff, by group (B and C, 478 

respectively).  479 

Figure 3. Densitometric analysis and immunoblotting for caspase 3 (A and B, respectively). 480 

Figure 4. Immunohistochemical analysis of PCNA-positive cell expression in mouse kidney 481 

tissue. Scatter dot plot and immunostaining (A and B, respectively). Magnification, ×400. 482 

Figure 5. Immunohistochemical analysis of macrophage cell-surface protein 2 (Mac-2)-positive 483 

cell expression in mouse kidney tissue. Scatter dot plot and immunostaining (A and B, 484 

respectively). Magnification, ×400. 485 

Figure 6. Immunohistochemical analysis of adiponectin positivity in mouse kidney tissue. 486 

Scatter dot plot and immunostaining (A and B, respectively). Magnification, ×400. 487 

Figure 7. Densitometric analysis and immunoblotting for heme oxygenase-1 (HO-1; A and B, 488 

respectively).  489 

Figure 8. Immunohistochemical analysis of Klotho positivity in rat kidney tissue. Scatter dot 490 

plot and immunostaining (A and B, respectively). Magnification, ×400. 491 
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